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Amyloid-beta Peptiden und/oder sAPPa 


(57) Ein monoklonaler Antikorper, der als mAb 1 E8 
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lung von Mikroorganlsmen und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig, am 19.12.2000 hinterlegt wurde und 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf einen monoklonalen Antikorper und auf die Verwendung des Antikorpers zum 
Nachweis von Ap-Peptiden und/oder sAPPa. Dabei geht es insbesondere um die neurochemische Diagnostik neuro- 
5 psychatrischer Erkrankungen unter Betrachtung von Ap-Peptidkonzentrationen und hierbei wieder insbesondere um 
Demenzdiagnostik an Korperflussigkeits- Oder Gewebeproben. 

[0002] Aus DE-Z: Psycho, 24 (1998), 726-731 ist es bekannt, dass bei Patienten mit Alzheimer Erkrankung ernied- 
rigte Konzentrationen von Ap1-42 im Liquor nachweisbar sind. Bei diesen Patienten gibt es auch eine Neigung zu 
einer Erhohung bei der Konzentration von N-terminal modifizierten Ap-Peptiden Apx-42. Demgegeniiber soli es keine 
10 Konzentrationsanderungen aufgrund einer Alzheimererkrankung bei dem Ap-Peptid Api -40 geben. Die Konzentratio- 
nen der Ap-Peptide Api -42 und Api -40 im Liquor von Alzheimerpatienten sollen keine absolute Korrelation mit klini- 
schen Oder testpsychologischen Parametern des Schweregrads der Demenz zeigen, obwohl sie intraindividuell sehr 
konstant sein sollen. 

[0003] Es sind Hinweise bekannt, dass auch sAPPa bei Alzheimer-Demenz im Liquor erniedrigt ist. 

15 [0004] Um nahere Informationen uber die Korrelation von Demenzerkrankungen und eventuell anderen neuro- 
psychatrischen Erkrankungen mit der Konzentration aller Oder bestimmter Ap-Peptide in Korperflussigkeits- oder -ge- 
webeproben zu gewinnen, muss ein Mittel bereitstehen, mit dem die Konzentrationen der Ap-Peptide sehr genau und 
reproduzierbar zu bestimmen sind, damit vorhandene Korrelationen nicht durch unvermeidliche Fehler bei den Kon- 
zentrationsbestimmungen verwischen. 

20 [0005] Der Erfindung liegt daher die primare Aufgabe zugrunde, ein Mittel zum genauen und reproduzierbaren Be- 
stimmen von Konzentrationen von Ap-Peptiden in einer Korperflussigkeits- oder -gewebeprobe bereitzustellen. Wei- 
terhin geht es darum, die Anwendung dieses Mittels zu optimieren und aus den damit messbaren Korrelationen zwi- 
schen Ap-Peptidkonzentrationen und neuropsychatrischen Erkrankungen Vorhersagen abzuleiten, die bei der zukiinf- 
tigen neurochemischen Diagnostik neuropsychatrischer Erkrankungen nutzbar sind. 

25 [0006] Das Mittel, mit dem die Aufgabe der Erfindung gelost wird, ist der monoklonale Antikorper, der als mAb 1 E8 
(Zellkultur UM 1998 clone 1E8) bezeichnet wird, der bei der DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, am 19.12.2000 hinterlegt wurde und dem die DSMZ-Aufnahmenummer DSM 
ACC2485 zugeordnet wurde. 

[0007] Der Antikorper mAb 1 E8 kann radioaktiv markiert sein. Er ist aber auch in Verbindung mit einem sekundaren 

30 AntikSrper zu seiner Markierung verwendbar. 

[0008] Es hat sich herausgestellt, dass der Antikorper mAb 1 E8 mit hoher Selektivitat und Spezifizitat an Ap-Peptide 
Ap1-x und AP2-X sowie an losliches p-Amyloidvorlauferprotein nach a-Sekretaseschnitt (sAPPa) anbindet. Damit ist 
die Voraussetzung geschaffen, dass die Konzentration dieser Peptide mit dem Antikorper mAb 1E8 bestimmbar ist. 
[0009] Die Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 kann in einem Western-lmunoblott erfolgen. Dabei kann die ef- 

35 fektive Selektivitat des Antikorpers mAb 1 E8 erhdht werden, indem vor dem Einsatz des Antikorpers unspezifische 
Bindungsstellen mit einem Blockiermittel blockiert werden. Ein unter dem Handelsnamen "Roti-Block" erhaltliches syn- 
thetisches Reagenz hat sich in diesem Zusammenhang gegeniiber einer ublichen Verwendung von Milchpulver als 
Blockiermittel als sehr vorteilhaft herausgestellt, da es bei weitgehend erhaltener Selektivitat die effektive Aviditat - 
und damit Nachweisempfindlichkeit - des Antikorpers mAb 1E8 erhoht. Dies gilt nicht generell, da beispielweise ein 

40 anderer kommerziell erhaltlicher mAb (6E10) mit diesem Verfahren nicht kompatibel ist. 

[0010] Da der Antikorper mAb 1 E8 sowohl Ap-Peptide Api-x als auch Ap-Peptide AP2-X als auch sAPPa erkennt, 
mussen diese Peptide zum selektiven Nachweis voneinander getrennt werden. Dies ist durch eine Natrium-Lauryl- 
sulphat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) moglich. Bei einer herkommlichen SDS-PAGE werden aller- 
dings nur die Ap-Peptide Api-x und/oder AP2-x insgesamt von dem sAPPa abgetrennt, weil die effektiven Molekiil- 

15 groBen der Ap-Peptide Ap1-x und/oder AP2-X nicht hinreichend unterschiedlich sind. Durch Harnstoffzugabe und in 
zusatzlicher Abhangigkeit von Detergenzienkonzentration, GelporengroBe, pH-Wert und Temperatur kann jedoch eine 
aminosaureprimarsequenzspezifische Konformationsanderung der Ap-Peptide induziert werden, die die Lauflangen 
der carboxyterminal unterschiedlich langen Ap-Peptide Api-x und AP2-x in der SDS-PAGE unterscheidbar macht. 
Diese Methode wird hier auch als Ap-SDS-PAGE bezeichnet. Von anderen in der jeweiligen Korperflussigkeits- bzw. 

so -gewebeprobe enthaltenen Substanzen konnen die Ap-Peptide zuvor durch isoelektrische Fokussierung in einer zu 
der Richtung der SDS-PAGE senkrechten Richtung separiert werden. 

[0011] So kann unter Verwendung des Antikorpers mAb 1E8 in einer Probe, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
welche Liquor, Hirnhomogenisat, Plasma und Mischungen davon umfasst, eine Konzentration des Ap-Peptids Api-42 
bestimmt werden, von der bereits bekannt ist, dass absolute Erhohungen im Hirnhomogenat und Erniedrigung im 
55 Liquor derseiberrbeispielsweise in Korrelation mit Alzheimererkrankungen-auftreter.. 

[0012] Unter Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 ist es aber auch moglich, eine Probe, die aus der Gruppe aus- 
gewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogenisat und Mischungen davon umfasst, auf das Vorliegen einer nachweisbaren 
Konzentration des Ap-Peptids AP2-42 zu uberprufen. Eine solche Nachweisgrenze liegt bei 1 00 pg/ml oder hoher. 
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Wenn sie uberschritten wird, kann hieraus auf das Vorliegen einer Demenzerkrankung aus der Gruppe der Proteinfal- 
tungskrankheiten bei dem Patienten, von dem die Probe stammt, geschlossen werden. Zur Guppe der Proteinfaltungs- 
krankheiten gehoren neben der Alzheimerkrankheit die Lewy-Korperchen-Demenz und die Creutzfeldt-Jakob-Krank- 
heit. Bei vielen Patienten mit diesen Krankheiten konnten hone Konzentrationen des Ap-Peptids A02-42 in Liquorpro- 

5 ben festgestellt werden. 

[0013] Die Auswertung von Plasmaproben ist hier im Gegensatz zu den vorangehend beschriebenen Verwendungen 
des Antikorpers mAb 1 E8 schwierig, weil die Konzentration des Ap-Peptids AP2-42 bereits im Liquor bei der Nach- 
weisgrenze liegt, und die naturliche Konzentration der Ap-Peptide im Plasma deutlich niedriger ist als im Liquor. Urn 
gleich hohe Konzentrationen in den Proben zu erhalten, muss daher im Plasma immer ein Aufkonzentrationsschritt, 

10 beispielsweise durch Immunoprazipitation mit dem Antikorper mAb 1E8, vor der eigentlichen Konzentrationsbestim- 
mung durchgefuhrt werden. 

[0014] Als besonders signifikant fur das Vorliegen einer Demenzerkrankung aus der Gruppe der Proteinfaltungser- 
krankungen hat sich ein Anstieg im Verhaltnis zwischen der Konzentration des Ap-Peptids AP2-42 zu der Konzentration 
des Ap-Peptids Api-42 in der jeweiligen Probe herausgestellt. Bei diesen Demenzerkrankungen kommt es offensicht- 
15 Nch zu einem Vorgang, der die Erzeugung des Ap-Peptids Ap2-42 zu Lasten der Erzeugung des Ap-Peptids Api -42 
fordert. 

[0015] Die Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 erschlieRt noch weitere neurochemische Diagnosemoglichkeiten. 
So kann in einer Probe, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogenisat, Plasma und Mischungen 
davon umfasst, mindestens ein Konzentrationsverhaltnis bestimmt werden, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche 

20 ein Verhaltnis zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Api-42 zu einer Konzentration des Ap-Peptids Ap1-40, 
ein Verhaltnis zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Ap1-42 zu einer Konzentration des Ap-Peptids Api-38 
und ein Verhaltnis zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Api -38 zu einer Konzentration des Ap-Peptids Api -40 
umfasst. Den Bestimmungen dieser Konzentrationsverhaltnisse liegt die neue Erkenntnis zugrunde, dass bei verschie- 
denen neuropsychatrischen Erkrankungen signifikante Verschiebungen dieser relativen Konzentration an Ap-Peptiden 

25 gegeniiber einem Vergleichspatientenkollektiv auftreten. 

[0016] So kann beim Vergleichen des Konzentrationsquotienten AP1-38/AP1-40 mit einem vorgegebenen Grenzwert 
darauf geschlossen werden, dass beim Unterschreiten des Grenzwerts eine Alzheimererkrankung vorliegt. Dieser 
Grenzwert liegt im Liquor typischerweise zwischen 0,285 und 0,300. Diese Zahlenangaben beziehen sich wie alle 
weiteren Zahlenangaben, soweit im Einzelfall nichts anderes angegeben ist, auf Liquorproben, die nach ihrer Gewin- 

30 nung jeweils einmalig zur Konservierung eingefroren wurden. 

[0017] Umgekehrt kann beim Vergleichen dieses Konzentrationsquotienten AP1-38/AP1-40 mit einem anderen 
Grenzwert darauf geschlossen werden, dass beim Uberschreiten eine chronisch entziindliche Erkrankung des zen- 
tralen Nervensystems vorliegt. Dieser Grenzwert liegt im Liquor typischerweise zwischen 0,250 und 0,260. Er liegt 
damit zwar unterhalb des Grenzwerts, bei dessen Unterschreiten auf eine Alzheimer Krankheit geschlossen wird. Die 

35 Oberschneidung ist aber nur gering. Dabei ist auch zu sehen, dass die hier getroffenen Diagnosen im Rahmen einer 
differenziellen Diagnostik zu sehen sind. So kann beim Uberschreiten des Grenzwerts fur die Alzheimererkrankung 
relativ sicher ausgeschlossen werden, dass eine solche Krankheit vorliegt. Umgekehrt kann beim Unterschreiten des 
Grenzwerts fur eine chronische entzundliche Erkrankung des zentralen Nervensystems darauf geschlossen werden, 
dass keine solche Erkrankung vorliegt. 

io [001 8] Auch der Konzentrationsquotient Api -42/ Api -40 weist bei dem Unterschreiten eines vorgegebenen Grenz- 
werts daraufhin, dass eine Alzheimererkrankung vorliegt. Hier liegt der Grenzwert im Liquor typischerweise zwischen 
0,130 und 0,145. 

[001 9] Bei dem Konzentrationsquotienten 1 -42/AP1 -38 hat sich herausgestellt, dass dieser bei Erf ullung einer Un- 
gleichung: 

45 

A*AP 1 -42/AP 1 -38+B > AP 1 -38/Ap 1 -40 

Zusammen mit dem Konzentrationsquotienten Ap1 -38/AP1 -40 auf das Vorliegen einer Alzheimererkrankung hinweist, 
50 wobei A und B Konstanten sind, fur die im Liquor 

0,2 < A < 0,8 

55 und 

0,5*A<B<2*A 


3 


EP 1 270 592 A1 


und 

B<0,9 

5 

gilt. 

Die bis hierher und nachfolgend beschriebenen neurochemischen Diagnosemoglichkeiten sind zwar unter Verwendung 
des Antikorpers mAb 1 E8 entwickelt worden. Sie sind aber genauso mil anderen Mitteln zum Bestimmen der Konzen- 
trationen der einzelnen Ap-Peptide Ap1 -x und A02-x umsetzbar. Hierbei kann es zu Verschiebungen der angegebenen 
10 Grenzwerte durch unterschiedliche Spezifizitaten der Nachweismittel fiir die einzelnen Ap-Peptide relativ zu den Spe- 
zifizitaten des Antikorpers mAb 1 E8 kommen. 

[0020] Neben den bislang angesprochenen Konzentrationsquotienten zwischen den Konzentrationen einzelner 
Ap-Peptide hat sich herausgestellt, dass relative Anteile einzelner Ap-Peptide an den insgesamt vorliegenden Ap-Pep- 
tiden ebenfalls diagnostisch in Bezug auf neuropsychatrische Erkrankungen auswertbar sind. So kann in einer Probe, 

15 die aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogenisat, Plasma und Mischungen davon umfasst, minde- 
stens ein relativer Anteil Ap1 -n% einer Konzentration eines Ap-Peptids Api -n an einer Konzentration von Ap-Peptiden 
AP1 -x bestimmt werden, wobei der relative Anteil Api -n% aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche einen relativen Anteil 
Api -42% einer Konzentration des Ap-Peptids Ap1 -42, einen relativen Anteil Api -40% einer Konzentration des Ap-Pep- 
tids AP1-40 und einen relativen Anteil Api-38% einer Konzentration des Ap-Peptids Ap1-38 umfasst, und wobei die 

20 Konzentration von Ap-Peptiden Api-x wenigstens die Konzentration der Ap-Peptide Ap1-38, Api-40 und Api-42 aus 
der Gruppe der Ap-Peptide Api-37, Api-38, Ap1-39, Api-40 und Api-42 umfasst. 

[0021] Mit dem Antikorper mAb 1 E8 ist es bei geeigneter Verfahrensf uhrung moglich, die Konzentrationen samtlicher 
genannter Ap-Peptide neben derjenigen des sAPPa zu bestimmen. Die starksten Konzentrationen werden bei den 
Ap-Peptiden Api -38, Api -40 und Api -42 festgestellt. Bei diesen Ap-Peptiden finden sich auch signifikante Anderungen 

25 der relativen Anteile beim Auftreten neuropsychatrischer Erkrankungen. Wegen der Dominanz der Ap-Peptide Ap1 -38, 
AP1 -40 und Api -42 reicht es dabei aus, die relativen Anteile in Bezug auf dieses Kollektiv der drei primar vorkommen- 
den AP-Peptide zu bestimmen. Es ist aber auch eine Berucksichtigung aller fiinf oben genannten Ap-Peptide fur die 
BezugsgroBe der relativen Anteile moglich und sinnvoll. Die Konzentrationen auf nur die drei hauptsachlich vorkom- 
menden Ap-Peptide ermoglicht es auch, die hier beschriebene Diagnostik mit Hilfe anderer Verfahren zur Konzentra- 

30 tionsbestimmung durchzufuhren. So konnen die Konzentrationen der drei Ap-Peptide Api-38, Api-40 und Ap1-42 
beispielsweise mit speziellen Essays fiir diese drei Ap-Peptide ermittelt werden. 

[0022] Bei der Analyse des relativen Anteils Api -38% hat sich herausgestellt, dass dieser beim Uberschreiten eines 
vorgegebenen Grenzwerts auf das Vorliegen einer chronischen entziindlichen Erkrankung des zentralen Nervensy- 
stems hinweist, wobei dieser vorgegebene Grenzwert typischerweise und bei Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 
35 zur Konzentrationsbestimmung der AP-Peptide im Liquor zwischen 15,0 und 15,7% liegt. 

[0023] Bei der Analyse des relativen Anteils Api -42% hat sich ergeben, dass ein Unterschreiten eines vorgegebenen 
Grenzwerts auf das Vorliegen einer Alzheimererkrankung hinweist. 

[0024] Dieser vorgegebene Grenzwert liegt zwischen 8 und 9%. Unter Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 zur 
Konzentrationsbestimmung der Ap-Peptide im Liquor kann er auf den Bereich 8,3 bis 8,8% eingegrenzt werden. 
40 [0025] Gleichzeitig weist das Uberschreiten eines vorgegebenen Grenzwerts durch den relativen Anteil Api-42% 
auf das Vorliegen einer chronischen entziindlichen Erkrankung des zentralen Nervensystems hin. Dieser Grenzwert 
liegt im Liquor zwischen 9,1 und 9,6%. 

[0026] Der relative Anteil Api-40% weist dann auf das Vorliegen einer Alzheimererkrankung hin, wenn ein vorge- 
gebener Grenzwert uberschritten wird, der im Liquor typischerweise zwischen 59 und 61% liegt. 

« [0027] Es besteht eine positive Korrelation zwischen Schwere der Alzheimer-Demenz, abgebildet iiber den Mini- 
Mental-Status Test (MMSE, 0-30 Punkte; 27-20: leichte Demenz; 19-11 Punkte: mittelschwere Demenz; 10-0 Punkte: 
schwere Demenz), und Api -40%. Demenzpatienten mit Api -40% > 60 haben im Mittel einen deutlich hoheren Schwe- 
regrad der Demenz (MMSE 15-16) im Vergleich zu Demenzpatienten mit Api-40%<60 (MMSE 19-20). Dagegen be- 
steht eine negative Korrelation zwischen Schwere der Alzheimer-Demenz und Api-38%. Demenzpatienten mit 

so Api -38% < 17 haben im Mittel einen deutlich hoheren Schweregrad der Demenz (MMSE 14-15) im Vergleich zu De- 
menzpatienten mit Api-38% £ 17 (MMSE 19-20). 

[0028] Aufgrund der Beziehung (Api-38%,U & AB1-40%tt = Schweregrad der Demenz ft) ist wie zu erwarten der 
Quotient AP1-38/AP1-40 negativ mit dem Schweregrad der Demenz korreliert: Demenzpatienten mit AP1-38/AP1-40 
< 0,28 haben im Mittel einen deutlich hoheren Schweregrad der Demenz (MMSE 14-15) im Vergleich zu Demenzpa- 
55 tienten mit Ap1 -38/Ap1 -40 £ 0728 (MMSET920): 

In der Anwendung des Antikorpers mAb 1E8 hat sich herausgestellt, dass fiir diesen Antikorper eine Fraktion der 
Ap-Peptide Api -x und Ap2-x zuganglich ist, die von der Probenvorbehandlung abhangig ist. Die nachweisbaren Ap-Kon- 
zentrationen konnten dadurch maximiert werden, dass die Ap-Peptide in den Proben durch eine Behandlung mit einem 
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Detergenz aufgeschlossen wurden. Bewahrt hat sich hierzu eine SDS-Hitzedenaturierung. 

[0029] In diesem Zusammenhang konnte weiter festgestellt worden, dass eine Kaltekonservierung von Proben, die 
vor dem Aufschluss mit einem Detergenz erfolgt, die anschlieBend auch nach einem Aufschluss der Probe mit einem 
Detergenz bestimmbaren Konzentrationen von Ap-Peptiden reduziert. Hieraus lasst sich die Forderung ableiten, die 
5 Proben vor der Kaltekonservierung und jeglicher anderer Kaltebehandlung bereits der Probenbehandlung mit dem 
Detergenz zu unterwerfen. 

[0030] Daruber hinaus hat sich ergeben, dass Teilmengen des Ap-Peptids Api -42, die nach einer Kaltebehandlung 
auch durch Aufschluss der Probe mit einem Detergenz nicht mehr dem Nachweis mit dem Antikorper mAb 1 E8 zu- 
ganglich sind, bei Patieten mit und ohne Proteinfaltungserkrankungen unterschiedlich grol3 sind. Es gibt offensichtlich 
10 unterschiedliche Fraktionen des Ap-Peptids Api -42 in einer Probe, wobei diese Fraktionen unterschiedlich auf Kalte- 
behandlungen und den Aufschluss mit einem Detergenz reagieren und gleichzeitig in ihren Konzentrationen mit dem 
Vorliegen von Proteinfaltungskrankheiten variieren. Das unterschiedliche Verhalten dieser Fraktionen gegenuber Kalte 
weist auf eine Kalteprazipitation hin, so dass auch andere Prazipitationstechniken zum Unterscheiden der beiden 
Fraktionen moglich sind. 

»s [0031] So kann eine Probe in mindestens zwei Teilproben unterteilt werden, von denen eine erste Teilprobe der 
Probenbehandlung mit dem Detergenz vor Oder start einer Prazipitationsbehandlung unterworfen wird, wahrend die 
zweite Teilprobe vor Oder statt der Probenbehandlung mit dem Detergenz vorgenommen wird. AnschlieBend werden 
die in beiden Probenteilen bestimmten Konzentrationen des Ap-Peptids Api -42 miteinander verglichen. Die erwahnte 
Prazipitationsbehandlung kann neben einer Kaltebehandlung auch ein Imunoaffnitatsverfahren umfassen. Interessant 

20 ist es insbesondere, eine Differenz AAp1-42 zwischen den in den beiden Probenteilen bestimmten Konzentrationen 
des Ap-Peptids Api-42 zu ermitteln. Dieser Wert ist ein hochsignifikanter Hinweis auf das Vorliegen einer Proteinfal- 
tungskrankheit. 

[0032] In der praktischen Anwendung Antikorpers mAb 1 E8 konnen die Ap-Peptide, an die der Antikorper mAb 1 E8 
gebunden ist, mit einem gegen den Antikorper mAb 1 E8 gerichteten sekundaren Antikorper markiert werden. Der 
25 gegen den Antikorper mAb 1 E8 gerichtete sekundare Antikorper kann bereits mit einem mengenmafiig registrierbaren 
Marker versehen sein Oder nach seiner Immunreaktion mit dem Antikorper mAb 1E8 mit einem mengenmafiig regi- 
strierbaren Marker versehen werden. 

[0033] Bei der mengenmafligen Registrierung des Markers ist es bevorzugt, diese Registrierung photometrisch mit 
einer CCD-Kamera vorzunehmen, weil dieses Vorgehen eine sehr hohe Linearitat zwischen dem Signal der CCD-Ka- 

30 mera und den registrierten Mengen des markierten Antikorpers mAb 1 E8 gewahrleistet. 

[0034] Der neue Antikorper ist neben den bisher beschriebenen Diagnosemoglichkeiten auch zum reinen Aufkon- 
zentrieren von Ap-Peptiden Api-x und/oder Api-x und/oder A(32-x und/oder sAPPa geeignet. 
[0035] Eine weitere Verwendungsmoglichkeit ergibt sich bei der Unterscheidung von Ap-Peptiden Ap1-x und Ap2-x 
von Ap-Peptiden Apn-x mit n >2, da der Antikorper mAb 1E8 eine ausgepragte N-terminale Spezifizitat aufweist und 

35 an Ap-Peptide APn-x mit n>2 deutlich geringer anbindet (< 5%), wenn er unter den spezifischen Bedingungen des 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot eingesetzt wird. 

[0036] Die Erfindung wird im Folgenden durch eine Charakterisierung und eine Beschreibung eines Verfahrens zur 
Herstellung des Antikorpers mAb 1 E8 sowie in Form einer Beschreibung von Anwendungen des Antikorpers mAb 1 E8 
naher erlautert und beschrieben. 
40 [0037] In den beigefugten Figuren zeigt: 

Fig. 1: ein FluBdiagramm der Patientenkollektive, bei denen Ap-Peptide mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot im 
Liquor Oder Plasma gemessen wurden. Die einfach umrahmten Patientenkollektive sind Teilmengen ihrer doppelt 
umrahmten Obergruppen. Einige Patienten befinden sich gleichzeitig in mehreren Kollektiven (vergl. Tabellen 5a- 
45 d) Die NDC-3 Untergruppen IP-Plasma-3 (n=5), IP-CSF-3 (n=5) und SDS-CSF-3 (n=5) sind nicht aufgefuhrt (vergl. 

2.9.1). 

Fig. 2: einen Ap-IPG-2D-PAGE/lmmunoblot-2 (Panel A, C) und Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 (Panel B) von syn- 
thetischen Ap-Peptiden, humanem Liquor und Liquor mit Zusatz synthetischer AP-Peptide. 

50 

Fig. 3: eine Bestimmung von Ap-Peptiden im Liquor bei NDC-3 mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und ein Ver- 
gleich zwischen Trenngel mit (Panel A) und ohne Harnstoff (Panel B). Dabei gilt fur die Spalten 1 bis 8: 1 0 ul Liquor 
pro Patient. Der Liquor wurde nativ eingefroren und anschlieBend SDS-/hitzedenaturiert. Fur die Spalten a bis e 
gilt: Mix synthetischer Ap-Peptide (Verdunnungsreihe). 

55 ~ _ . ... _ .... . 

Fig. 4: eine Auftragung von Api-42 im Liquor bei den Patientenkollektiven NDC-1 und AD-1, bestimmt mittels 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung. 
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Fig. 5: eine Auftragung des Quotienten Ap1 -42/A01 -40 im Liquor bei NDC-1 und AD-1 , bestimmt mittels Ap-SDS-PA- 
GE/lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung. 

Fig. 6: eine Auftragung des Quotienten A01 -42/Ap1 -38 im Liquor bei NDC-1 und AD-1 , bestimmt mittels Ap-SDS-PA- 
GE/lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung. 

Fig. 7: eine Auftragung von Api-42 im Liquor bei NDC-1 und AD-1 , bestimmt mittels Immunoprazipitation (IP ohne 
Detergenz, mAb 6E10) und Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 mit densitometrischer Filmauswertung. 

Fig. 8: eine Auftragung von Ap-Peptidkonzentrationen, bestimmt mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 im Liquor 
bei OND-3, CID-3 und AD-3. 

Fig 9: eine Auftragung von Ap-Peptidkonzentrationen, bestimmt mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 im Liquor 
bei Patienten der Gruppen OND-3 und AD-3 mit ein Oder zwei ApoE e4 Allelen (AD-3e4plus, OND-3e4plus), im 
Vergleich zu OND-3 Patienten ohne ApoE e4 Allel (ONDe4minus). 

Fig. 1 0: eine Korrelation von Ap-38 und AP1 -40 im Liquor bei NDC-3 und eine Korrelationsmatrix der AP-Peptide. 

Fig. 1 1 : eine Auftragung von Api -38% iiber Api -40% im Liquor bei OND-3, CID-3 und AD-3. Die Regressionsgrade 
bezieht sich auf das Kollektiv AD-3. In Pfeilrichtung steigt der Schweregrad der Demenz. Die Grenzwertlinien 
(Api-38%=15.5, Api-42%= 9.6) beziehen sich auf das Kollektiv CID-3. Einzelne Patienten werden uber ihre Co- 
de-Nummern identifiziert. 

Fig. 12: eine Auftragung von Api -40% uber Api -42% im Liquor bei OND-3, CID-3 und AD-3. Die Regressionsgrade 
bezieht sich auf das Kollektiv AD-3. In Pfeilrichtung steigt der Schweregrad der Demenz. Die Grenzwertlinien 
(Ap40%=63.0, AP42%= 8.5) beziehen sich auf das Kollektiv AD-3. Einzelne Patienten werden uber ihre Code-Num- 
mern identifiziert. 

Fig. 13: eine Auftragung von Api -40% uber Api -38% im Liquor bei OND-3, CID-3 und AD-3. Die Regressionsgrade 
bezieht sich auf das Kollektiv AD-3. In Pfeilrichtung steigt der Schweregrad der Demenz. Die Grenzwertlinien 
(AP38%=15.5, Ap40%= 60.0) beziehen sich auf das Kollektiv CID-3. Die unterbrochenen Grenzwertlinien 
(Ap38%=16.0, AP40%= 63.0) kennzeichnen AD-3 Patienten mit schwerer Demenz. Einzelne Patienten werden 
uber ihre Code-Nummern identifiziert. 

Fig. 14: einen Box-Plot der MMSE Testergebnisse im Liquor bei AD-3 in Abhangigkeit von den prozentualen 
Ap-Peptidanteilen an der Ap-Peptidgesamtkonzentration. 

Fig. 15: MMSE Testergebnis in Abhangigkeit des prozentualen Ap-Peptidanteils im Liquor an der Ap-Peptidge- 
samtkonzentration bei AD-3. 

Fig. 16: eine Auftragung von AP1-38/AP1-40 uber Api-42/Api-38 im Liquor bei OND-3, CID-3 und AD-3. Die 
Regressionsgrade bezieht sich auf das Kollektiv AD-3. Die gestrichelte Grenzwertlinie ist eine Parallele zur Re- 
gressionsgeraden. In Pfeilrichtung steigt der Schweregrad der Demenz. Die Grenzwertlinien (AP1-38/AP1-40 
=0.26, AP1-42/AP1-38 = 0.57) beziehen sich auf das Kollektiv CID-3. Einzelne Patienten werden iiber ihre Co- 
de-Nummern identifiziert. 

Fig. 17: eine Auftragung von AP1-38/AP1-40 iiber AP1-42/AP1-40 im Liquor bei OND-3, CID-3 und AD-3. Die 
Regressionsgrade bezieht sich auf das Kollektiv AD-3. In Pfeilrichtung steigt der Schweregrad der Demenz. Die 
Grenzwertlinien (AP1-38/AP1-40 =0.26, AP1-42/AP1-40 = 0.16) beziehen sich auf das Kollektiv CID-3. Einzelne 
Patienten werden uber ihre Code-Nummern identifiziert. 

Fig. 18: einen Box-Plot der MMSE Testergebnisse im Liquor bei AD-3 in Abhangigkeit des Quotienten 
AP1-38/AP1-40. 

Fig". I^eine Auftralpfg vWAp1-42h^^ 

gigkeit von der kalteprazipitationsbedingten Erniedrigung von Api-42. Die Grenzwertlinien (Api -42 = 2100, 
AApi-42% = -17) beziehen sich auf das Kollektiv AD-3KP. Die Nullachse, d.h. keine kalteprazipitationsbedingte 
Erniedrigung von Api -42, ist durch eine Linie gekennzeichnet. Der ApoE-Genotyp wird fur die NDC-3KP Patienten 
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angegeben. 9/1 1 AD-3KP Patienten hatlen mindestens ein ApoE e4 Allel. Fur 2/1 1 AD-3KP Patienten lag der ApoE 
e4 Genotypus nicht vor. 

Fig. 20: eine Auftragung von A01-42SDS im Liquor bei NDC-3KP und AD-3KP in Abhangigkeit von AApi-42%, 
d.h. in Abhangigkeit von der kalteprazipitationsbedingten Erniedrigung von Api-42. Die Grenzwertlinien (A01-42 
= 21 00, AA|31 -42% = -17) beziehen sich auf das Kollektiv AD-3KP. Die Nullachse, d.h. keine kalteprazipitations- 
bedingte Erniedrigung von Api -42, ist durch eine Linie gekennzeiohnet. Der ApoE-Genotyp wird fur die NDC-3KP 
Patienten angegeben. 9/11 AD-3KP Patienten hatten mindestens ein ApoE e4 Allel. Fur 2/11 AD-4 Patienten lag 
der ApoE e4 Genotypus nicht vor. 

Fig. 21a: einen Ap-SDS-PAGE/mimunoblot-2: Immunoprazipitate (RIPA-IP, mAb 1E8) RIPA-loslicher Ap-Peptide 
aus Homogenaten von temporalem Kortex bei AD im Vergleich mit frontotemporaler Demenz (FTD). Auftragsvo- 
lumen 4 In den Spalten a bis c: Mix synthetischer Ap-Peptide (Verdunnungsreihe). In den Spalten 1 bis 4 und 
5: temporaler Kortex bei AD. (* Das Immunoprazipitat bei AD wurde bei einigen Patienten zwanzigfach verdiinnt.) 
In den Spalten 8 bis 1 0: temporaler Kortex bei FTD. 

Fig. 21b: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2: Immunoprazipitate (RIPA-IP, mAb 1E8) RIPA-loslicher Ap-Peptide 
aus Homogenaten von temporalem Kortex bei AD im Vergleich mit frontotemporaler Demenz (FTD), Lewy-K6r- 
perchen Demenz (LBD) und Kontrollpatient ohne Demenz (NDC). Auftragsvolumen 4ul. In den Spalten 

a bis d: Mix synthetischer AD-Peptide (Verdunnungsreihe) 
5 und 6: temporaler Kortex bei AD 
1 1 und 12: temporaler Kortex bei FTD 
1 3 bis 1 5: temporaler Kortex bei LBD; 

(13) LBD CERAD A, (14) LBD CERAD C, (1 5) LBD CERAD C 
16: temporaler Kortex bei NDC 

* Das Immunoprazipitat bei AD wurde bei einigen Patienten zwanzigfach verdunnt. 

Fig. 22: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2: Immunoprazipitate (mAb 1 E8) RIPA-loslicher Ap-Peptide bei AD aus 
Hirnhomogenaten unterschiedlicher Hirnregionen. Intraindividueller Vergleich von Cerebellum und temporalem 
Kortex. Auftragsvolumen 4 ul. In den Spalten: 

a bis c: Mix synthetischer Ap-Peptide (Verdunnungsreihe) 
1 bis 7: Cerebellum 

1 * bis 7*: temporaler Kortex, * Immunoprazipitate zwangzigfach verdunnt 

Fig. 23a: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2, in dem vergleichend zu einem Mix synthetischer Ap-Peptide (1) 
dargestellt sind: (2) SDS-/Hitzedenaturierte Zellkulturuberstande von humanAPP751 Sw transgenen H4 Neuroglio- 
ma Zellen (Auftragsvolumen 4 ul), (3) 10 ul Liquor eines NDC Patienten und (4) 10 ul Liquor eines AD Patienten. 

Fig. 23b: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 in dem vergleichend zu einem Mix synthetischer Ap-Peptide (1 ) die 
Immunoprazipitate (mAb 1E8) RIPA-loslicher Ap-Peptide folgender Hirnhomogenate dargestellt sind: 

(2) temporaler Kortex bei AD 

(3) temporaler Kortex bei frontotemporaler Demenz 

(4) temporaler Kortex, Kontrollpatient ohne Demenz 

* Das Immunoprazipitat bei AD wurde zwanzigfach verdunnt. 
Fig. 24: drei Ap-IPG-2D-PAGE/lmmunoblots-2: 

oben: eine zweidimensionale Auftrennung synthetischer Ap-Peptide. Durch die N-terminale Verkurzung urn As- 
partat wird der Isoelektrische Punkt (Ip) urn eine pH-Einheit basischer. Mitte: Immunoprazipitation (mAb 1 E8) und 
zweidimensionale Auftrennung von Liquor eines Patienten mit AD, der in der AP-SDS-PAGE die Bande mit dem 
Rf-Wert 'fur Ap2-42 zeigte. unfen:"lmmunoprazipitation (mAb~1 E8'rRiPA-i6siicherAp=Peptide-und-zweidimensic- 
nale Auftrennung aus dem temporalen Kortex bei AD. Die Bande mit dem Rf-Wert fur ALT2-42 in der Ap-SDS-PAGE 
wird auch zweidimensional als Ap2-42 identifiziert. 
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Fig. 25a: einen Ap-SDS-AGE/lmmunoblot-2 von Ap-Peptiden im Liquor vom Meerschweinchen. Der Liquor wurde 
vor dem Einfrieren SDS-/Hitzedenaturiert. In den Spalten: 

1 bis 3: 1 0|xl Liquor von Meerschweinchen 1 ,2 und 3 
5 a bis d: Verdunnungsreihe synthetischer Ap-Peptide. 

Fig. 25b: einen Ap-SDS-AGE/lmmunoblot-2 von Ap-Peptiden im Liquor vom Kaninchen. Der Liquor wurde vor 
dem Einfrieren SDS-/Hitzedenaturiert. In den Spalten: 

w 1 bis 3: 10^1 Liquor 

a: synthetische Ap-Peptide. 

Fig. 26: einen Ap-SDS-AGE/lmmunoblot-2 von hippokampalen Gewebeschnitten mit Kurzzeitkultur (0-8h) vom 
adulten Meerschweinchen. Jeweils zwei Gewebeschnitte (Dicke 500 urn) wurden gepoolt, in Anwesenheit von 
15 ripa Detergentien homogenisiert und immunoprazipitiert (mAb 1E8). Die zugehorigen Kulturuberstande (2 x 

500ul) wurden gleichfalls gepoolt und in Anwesenheit von RIPA immunoprazipitiert (mAb 1 E8). In den Spalten: 
0 bis 8, intrazellular: Zeitverlauf der intrazellularen Konzentration von Ap-Peptiden im hippokampalen Gewebe- 
schnitt unmittelbar nach Gewinnung (0) bis zu acht Stunden (8; Doppelmessung) in Kurzzeitkultur. 

20 1 bis 8, Uberstande: Zeitverlauf der in die Kulturuberstande freigesetzten Ap-Peptide. 

synth. Ap: synthetisches Api -40 und Api -42 

Fig. 27: zwei Ap-SDS-PAGE/lmmunoblots-2, die eine Behandlung einer human751 APPSw trangenen H4 Neu- 
roglioma Zelllinie mit unterschiedlichen Proteaseinhibitoren (23a) und einen dosisabhangigen Effekt von Calpai- 
25 ninhibitor-1 (23b) zeigen. Die freigesetzten Ap-Peptide wurden in jeweils 4 ul SDS-/Hitzedenaturierten Zellkul- 

turiiberstanden quantifiziert (vergl. Fig. 23a,b). Vergleichend wurde die sAPPa Konzentration in den Zellkulturiiber- 
standen bestimmt. 

Im Panel a ist: (1) DMSO-Koritrolle; (2) 50 uM Calpaininhibitor-1; (3) 100 \M Calpaininhibitor-3; (4) 5rM MG132; 
(5) 25 u.M Calpeptin; (a-d) Mix synthetischer AQPeptide. 
30 Im Panel b ist: (1 .1*) DMSO-Kontrolle; (2,2*) 12.5 uM Calpaininhibitor-1; (3,3*) 25 uM Calpaininhibitor-1; (4,4*) 50 

\iM Calpaininhibitor-1 ; (a-e) Mix synthetischer Ap-Peptide; * Doppelbestimmung. 

Fig. 28a: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2, der eine Behandlung einer humanAPP751 Sw trangenen H4 Neu- 
roglioma Zelllinie mit unterschiedlichen Konzentrationen von Calpaininhibitor-1 zeigt (vergl. Fig. 23b). Die freige- 
35 setzten Ap-Peptide wurden in jeweils 4 ul SDS-/hitzedenaturierten Zellkulturiiberstanden quantifiziert . Verglei- 

chend zur DMSO-Kontrolle wurde dosisabhangig der Effekt von Calpaininhibitor-1 auf die Ap-Peptidkonzentration 
im Uberstand untersucht. 

Fig. 28b: einen Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2, der eine Behandlung einer humanAPP751Sw trangenen H4 Neu- 
40 roglioma Zelllinie mit unterschiedlichen Konzentrationen von Calpaininhibitor-1 zeigt (vergl. Fig. 23b). Die freige- 

setzten Ap-Peptide wurden in jeweils 4 ul SDS-/hitzedenaturierten Zellkulturiiberstanden quantifiziert. Verglei- 
chend zur DMSO-Kontrolle wurde dosisabhangig der Effekt von Calpaininhibitor-1 auf den prozentualen Anteil 
einer Ap-Peptidspecies an der Ap-Peptidgesamtkonzentration untersucht. 

45 [0038] Weiterhin sind 21 Tabellen beigefiigt. 

0 Herstellung des monoklonalen anti Ap-Antikopers 1 E8 

[0039] Die Herstellung des monoklonalen Antikorpers mAb 1 E8 erfolgte in Auftrag der Schering AG bei der Auftrags- 
50 firma "nano Tools Antikopertechnik" in Denzlingen nach deren Standardverfahren. Die Erstellung der Immunisierungs- 
und Screening-Strategie erfolgte in Absprache mit der Schering AG. 

[0040] Kurzbeschreibung: Zur Immunisierung Balb/c Mausen wurde das gesammte AP Protein (1-42) eingesetzt 
(10ug/lmmunisierung). Es erfolgte eine Primarimmunisierung sowie 3 sich anschlieBende Booster-lmmunisierungen. 
Die Immunisierungen erfolgten im Abstand von jeweils 2 Wochen. Danach wurde das Tier getotet und die Milz zur 
55 Zellfusibn"h^reiher MaUs-MyeiOmzeiiinie eingesetzt: Die fusionierten-Zellen wurden auf S6-Loch-Gewebekulturplatten 
ubertragen und in Gegenwart von Feeder-Makrophagen kultiviert. 

[0041 ] Zur Identif izierung der N-terminal spezif ischen Antikorper wurden das Peptid 1-16 kovalent an entsprechend 
aktivierte ELISA-Platten gekoppelt und fur das Screening mit den Hybridomzelluberstanden eingesetzt. Die AP 1 -1 6-po- 
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sitiven Klone wurden danach rekloniert und wiederholt getestet. Nach Expansion der Klone erfolgte die Cryo-Konser- 
vierung. Die Anreicherung des Antikopers wurde mit Hilfe der lonenaustauscherschromatographie unter nicht-dena- 
turierenden Bedingungen durchgefuhrt.. 

[0042] Zur Eingrenzung der Spezifitat des Antikopers wurde ein Epitop-Mapping aus Cellullosegebundenen linearen 
5 Peptiden vorgenommen (Spotsynthese). Dazu wurde die Primarsequenz von Ap als Serie uberlappender Peptide in 
Form von "Spots" auf einer Cellulosemembran synthetisiert und die Membran analog zum Western-Blot- Verfahren mit 
den monoklonalen Antikorpern inkubiert. Die Detektion spezifisch-gebundener Antikorper erfolgte mit einem Sekun- 
darantikorper. 

[0043] Die Analyse ergab, das der Antikorper 1 E8, der Subklasse lgG1 kappa zugehorig, ein N-terminales lineares 
'0 Epitop detektiert, das aus den ersten 8 N-terminalen Aminosauren der Ap-Sequenz ausbildet wird. Dieser Antikorper 
erwies sich in nachfolgenden Experimenten als geeignet fur den Nachweis von nativem Ap im Western Bot, Immun- 
prazipiation, Immunohistochemie und ELISA. 

1 Ubersicht 

15 

1.1 Beschreibung der Methodik 

[0044] Es wird eine Natrium-Laurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) fur die Auftrennung des 
P-Amyloidvorlauferproteins (APP) und seiner Metabolite, insbesondere den p-Amyloid Peptiden (Ap-Peptide), be- 

20 schrieben. Die spezielle SDS-PAGE, im folgenden Ap-SDS-PAGE genannt, nutzt ein multiphasisches Puffersystem 
(Bicin/Bistris/T ris/ Sulfat), und der Trennmechanismus beruht auf einer harnstoffinduzierten Konformationsanderung 
von Ap-Peptiden bei Eintritt in das Trenngelkompartiment. Die Konformationsanderung ist hochgradig spezifisch fur 
die Aminosaureprimarsequenz der jeweiligen Ap-Peptide und fuhrt zu einer reproduzierbaren Anderung des effektiven 
Molekularradius. Damit lassen sich zahlreiche Ap-Peptide auftrennen, die sich N- und C-terminal zum Teil nur urn eine 

25 Aminosaure unterscheiden und aufgrund des geringen Massenunterschiedes mittels konventioneller SDS-PAGE nicht 
aufgetrennt werden konnen. Die Konformationsanderung wird unter den Bedingungen des multiphasischen Puffersy- 
stems durch die Zugabe von Harnstoff oberhalb einer Konzentration von 6M ausgelost. Die Ap-peptidspezische Kon- 
formationsanderung wird bei definiertem pH-Wert und lonenstarke neben der Molaritat des eingesetzten Harnstoffs 
durch die verwendete PorengroBe des Polyacrylamidgels, die Konzentration des Detergenz (SDS) und die Temperatur 

30 wahrend der Trennung bestimmt. Die optimale Trenngelmatrix fur die Auftrennung eines breiten Spektrums N- und C- 
terminal (Nt, Ct) modifizierter Ap-Peptide wurde mit 12%T/5%C/8MHarnstoff/0.25%SDS gefunden. 
[0045] Die Ap-SDS-PAGE wurde mit der isoelektrischen Fokussierung (IEF) innerhalb einer ersten analytischen 
Dimension unter Verwendung von Tragerampholyten oder immobilisierter pH-Gradienten (IPG) zur zweidimensionalen 
Elektrophorese kombiniert (AP-2D-PAGE und AP-IPG-2D-PAGE). Anhand von Ap-SDS-PAGE und AP-IPG-2D-PAGE 

35 wurde das elektrophoretische Laufverhalten der synthetischen Ap-Peptide Ap,. 33 , Ap,.^ APi. 35 , Ap,. 37 , Ap,.^, Ap,. 3 9, 
A Pi^o. A Pi-42. A P2^o. A P3-40- A P3 P -40. A P2-42. A P3 « und Ap 3p ^ 2 charakterisiert. 

[0046] Der Nachweis erfolgte mittels Western-lmmunoblot (PVDF-Membran) und "enhanced chemiluminescence 
(ECL)" (Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot, Ap-2D-PAGE/lmmunoblot, Ap-IPG-2D-PAGE/lmmunoblot). Dafur wurde der mo- 
noklonale Antikorper mAb 1 E8 eingesetzt, fur den eine ungewohnlich hohe N-terminale Spezifitat nachgewiesen wurde. 

40 unter den Bedingungen des eingesetzten Western-lmmunoblot erkennt der mAb 1E8 bei Fehlen des N-terminalen 
Aspartat die entsprechenden Ap-Peptide 2-x (z.B. Ap 2 ^ 0 , Ap 2j(2 ) mit ahnlich guter Nachweisempfindlichkeit wie die 
Ap-Peptide 1 -x (z.B. Ap, Ap, ^ 2 ). Die synthetischen Ap-Peptide Ap 3 _4 0 oder Ap M2> bei denen zusatzlich N-terminal 
die Aminosaure Alanin fehlt, und ihre Pyroglutamat-Derivate werden dagegen in physiologisch relevanten Konzentra- 
tionen nicht mehr nachgewiesen. Die Nachweisempfindlichkeit im Western-lmmunoblot konnte selektiv fur den mAb 

45 1E8 verbessert werden, indem anstelle des sonst uberwiegend verwendeten Milchpulvers (lmmunoblot-1), ein syn- 
thetisches Reagenz fur die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen einsetzt wurde (lmmunoblot-2). Ein kommer- 
ziell erhaltlicher N-terminal spezif ischer monoklonaler Antikorper (6E1 0), der sonst haufig f ur den Nachweis von Ap-Pep- 
tiden mittels Western-lmmunoblot eingesetzt wird, ist nicht kompatibel mit lmmunoblot-2. Durch die Kombination von 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2mitdem Nachweis der APP-Metabolite uber eine hochempfindliche CCD-Kamera konnte 

so ein quantitativer Western-lmmunoblot mit einer Nachweisempfindlichkeit von 1 pg fur Ap, und 2 pg fur Ap,^ 2 auf- 
gebaut werden. Fur den Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-2 mit CCD-Detektion konnen Intra- und Interassayvariationsko- 
effizienten von weniger als 10 % fur 20 pg Ap-Peptid realisiert werden. Fur den Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 mit 
Filmdetektion betragt die Nachweisempfindlichkeit 0.3 pg fur AP 1-J0 und 0.6 pg fur Ap,. 42 . Andere Western-lmmunoblot 
Verfahren mit gleich guter Nachweisempfindlichkeit und Variationskoeffizienten fur den Nachweis fur Ap-Peptiden sind 

55 bisiang nicht bekanntrDie oben genannte"Nachweisempfindiichkeitisl-Voraussetzung-fur eine-neurochemische-Be- 
menzdiagnostik im Liquor, wenn die Ap-Peptide direkt nach SDS-/Hitzedenaturierung mittels Western-lmmunoblot und 
CCD-Kamera quantifiziert werden sollen, d.h. ohne vorherige selektive Anreicherung durch Immunoprazipitation. Wel- 
ter konnte nachgewiesen werden, dass die Trennscharfe des Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot fur die neurochemische De- 
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menzdiagnostik gerade durch diese Probenvorbehandlung noch einmal wesentlich gesteigert werden kann, wenn die 
SDS-/Hitzedenaturierung vor dem Einfrieren der Liquorproben erfolgt. 

1.2 Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot und neurochemlsche Demenzdlagnostik 

5 

[0047] Der Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 (s.o.) realisiert erstmals die direkte Quantif izierung von sAPPa und Ap-Pep- 
tiden mittels CCD-Kamera in nur 10 ul humanen Oder tierischen (Meerschweinchen, Kaninchen) Liquorproben. Mit 
dieser Methode konnte erstmals nachgewiesen werden, dass neben Ap,^ und Ap 1j}2 drei weitere carboxyterminal 
(C-terminal) verkurzte Ap-Peptide (APj.gy, AP^gg, AP,. 39 ) hochgradig konserviert in humanem und tierischem Liquor 

10 vorkommen. Dabei ist nicht wie bisher angenommen AP M2 n ach Ap,. 40 das zweithaufigste Ap-Peptid im humanen 
Liquor, sondern Ap^g. Weiter konnte gezeigt werden, dass die drei zusatzlichen C-terminal verkurzten Ap-Peptide 
auch im humanen Plasma nachweisbar sind, hier aber mit wesentlich geringerer Konzentration und anderer relativer 
Verteilung. Insbesondere das Verhaltnis Ap^Ap^gg scheint ZNS-spezifisch unterschiedlich zu sein. 
[0048] Bei einigen Patienten mit AD wird im Liquor zusatzlich das N-terminal verkurzte Ap-Peptid 2-42 nachweisbar, 

15 dass in den Hirnhomogenaten von Patienten mit AD regelhaft extensiv erhoht ist. 

[0049] Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass im Gegensatzzuden absoluten Konzentrationen der Ap-Pep- 
tide im Liquor, die prozentualen Anteile Api-n% der Ap-Peptide Api-n, mit n = 37, 38, 39, 40 Oder 42, an ihrer Ge- 
samtmenge Api -x mit hoher Sensitivitat und Spezifitat Patienten mit AD und chronisch-entziindlichen ZNS-Erkrankun- 
gen (CID) identifizieren. Im Gegensatz zu den Absolutkonzentrationen korrelieren die relativen Ap-Peptidanteile auch 

20 signifikant mit dem Schweregrad der Demenz. Weiter konnten fur Patienten mit AD spezifische Zusammenhange zwi- 
schen bestimmten prozentualen Ap-Peptidanteilen gezeigt werden. Dies gilt auch fur bestimmte Ap-Peptidquotienten 
und die entsprechenden Korrelationen lassen sich fur eine verbesserte neurochemische Demenzdiagnostik nutzen. 
Insbesondere derZusammenhang zwischen Ap,. 38 % und Ap 1w)2 % bzw. die Korrelation zwischen den Ap-Peptidquoti- 
enten AP^gg/Ap^o und Ap^^APi^g zeigt bei AD eine vergleichsweise hohe Korrelation und ist diagnostisch vielver- 

25 sprechend. Der uberraschend deutliche Unterschied zwischen den absoluten und anteiligen Konzentrationen der 
Ap-Peptidspecies bezuglich ihrer Eignung ftir die neurochemische Demenzdiagnostik ist wahrscheinlich dadurch be- 
dingt, dass krankheitsspezifische Anderungen der-^Sekretaseaktivitat auftreten und diese besser Liber eine Verande- 
rung der relativen Ap-Peptidanteile abgebildet werden. 

[0050] Zur Probenvorbereitung fur den Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot werden Ap-Peptide und weitere APP-Metabolite 
30 SDS-/Hitzedenaturiert. Alternativ kann zur selektiven Konzentrierung von Ap-Peptiden zuvor eine Immunoprazipitation 
(IP) durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass in Abhangigkeit der Probenvorbereitung unterschiedliche An- 
teile der in biologischen Flussigkeiten vorkommenden Ap-Peptide gemessen werden konnen. Dabei ist ein Detergen- 
zien(SDS)-dissozierbarerAnteilvoneinerAP-Peptidfraktion unterscheidbar.dieAntikorperninnerhalbvon Immunopra- 
zipitation oder ELISA-Verfahren direkt zuganglich ist, d.h. ohne gleichzeitige Behandlung mit Detergentien. Diese Dif- 
35 ferenzierung erklart sich wahrscheinlich durch hochaffine Bindung der Ap-Peptide an andere Proteine oder Ap-Auto- 
aggregate. Der SDS-dissozierbare Anteil ist dabei deutlich hoher als die Antikorperdissozierbare Fraktion. Dieses 
Phanomen ist spezifisch fur Ap, AZ besonders stark ausgepragt. 

[0051] Fur AP^ 2 ist - im Gegensatz zu Ap,^- eine kalteprazipitationsbedingte (KP) Erniedrigung durch das Ein- 
frieren der Liquorproben nachweisbar. Die KP-bedingte Erniedrigung wird wahrscheinlich hauptsachlich von der Ag- 

40 gregat-gebundenen Fraktion von Ap,^ getragen und fiihrt bei einem betrachtlichen Teil der Patienten ohne Alzheimer- 
Demenz (NDC) zu einer AD-typischen Erniedrigung der Liquorspiegel von Ap,. 42 . Dieser Effekt ist besonders deutlich 
bei Patienten mit mindestens einem ApoE e4 Allel und erklart wahrscheinlich, warum auch bei Patienten ohne AD, 
aber mit e4 Allel, im zuvor eingefrorenen Liquor vergleichsweise tiefe Konzentrationen von A2 gemessen werden. 
[0052] Durch "protektive" SDSVHitzedenaturierung vor dem Einfrieren der Probe kann die KP-bedingte Erniedrigung 

is von Ap^ bei Patienten ohne AD effektiv verhindert werden . Patienten mit AD zeigen dagegen auch bei Vorbehandlung 
der Liquorprobe mit SDS-/Hitzedenaturierung vor dem Einfrieren niedrige Konzentrationen von Ap.,. 42 im Liquor. Damit 
wird die diagnostische Trennscharfe des Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot fur die neurochemische Demenzdiagnostik durch 
SDS-/Hitzedenaturierung der Liquorproben vor dem Einfriervorgang ganz wesentlich verbessert. Der AP-SDS-PAGE/ 
Immunoblot in Verbindung mit der oben genannten Probenvorbereitung ist auch fur die Fruh- und praklinische Dia- 

50 gnostik der AD vielversprechend, da zu erwarten ist, dass grenzwertig tiefe Ap, ^ 2 Liquorspiegel besonders dann eine 
beginnnde AD anzeigen, wenn sie nicht uber eine KP-abhangige Erniedrigung erklart werden konnen. Alternativ ist 
durch prospektive Studien bei Patienten mit leichten kognitiven Storungen zu uberprufen, ob nicht schon eine ausge- 
pragte KP-abhangige Erniedrigung von Ap,^, 2 per sepradiktiven Wert fur die spatere Entwicklung einer AD hat. 
[0053] Die KP-abhangige Erniedrigung von Ap^ im Liquor bei AD kann uber folgende Hypothesen erklart werden: 

55 

1. der Liquor von Patienten mit AD enthalt bei unveranderter Ap-Peptidgesamtkonzentration selektiv weniger 

APl-42 

2. die KP-bedingte Erniedrigung von Ap,^ kann trotz SDS-/Hitzedenaturierung nicht verhindert werden 
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3. Ap, 42 ist im Liquor bei AD nicht erniedrigt, sondern durch SDS-stabile Bindung an Tragerproteine Oder AB-Pep- 
tidaggregate nur vermindert meBbar 

Im letzteren Fall (3) ware diese Fraktion von AP, A2 aucn dem enzymatischen Katabolismus entzogen, damit patho- 
s physiologisch relevant und potentiell ein molekulares 'target' fur Wirkstotfindungsprojekte. Dabei muB nicht unbedingt 
die Zusammensetzung Oder die molekulare Primarstruktur AB 1 ^, 2 -bindender Proteine innerhalb des Komplexes ver- 
andert sein, sondern bei gleicher Primarstruktur konnte die Affinitat der Bindung in Abhangigkeit der Konformation von 
AB,^ 2 unterschiedlich hoch sein. 

[0054] Der Befund, dass bei Patienten mit und ohne AD ein spezifischer Unterschied in der detergentien-dissoziier- 
10 baren Fraktion von Ap^ im Liquor nachweisbarwird, kann auch fur andere Verfahren der neurochemischen Demenz- 
diagnostik genutzt werden (ELISA, Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie). 

[0055] Besonders vielversprechend ist der Einsatz des ELISA-Triplett Ap,^, Ap 1-40 und Ap,^ 2 mit Berechnung der 
Ap-Peptidquotienten (38/40, 42/38, 42/40) und Bestimmung der KP-abhangigen Erniedrigung der Ap-Peptide durch 
differentielle Probenvorbehandlung. 

15 

1.3 Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot und neuropathologische Dlagnostik 

[0056] Der Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot kann fur die neuropathologische postmortem Diagnostik demenentieller Er- 
krankungen eingesetzt werden. Bei Analyse der Detergentien(RIPA)-l6slichen Fraktion von Ap-Peptiden in Hirnhomo- 

20 genaten von Patienten mit AD, anderen dementiellen Erkrankungen und Kontrollen konnen krankheits- und hirnregio- 
nal-spezifische Expressionsmuster der Ap-Peptide 1-37, 1-38, 1-40, 1-42 und 2-42 gezeigt werden. Auffallig ist ins- 
besondere die massive Erhohung von Ap 2w|2 in der RIPA-ldslichen Fraktion der Hirnhomogenate bei AD und Patienten 
mit Lewy-Kdrperchen-Demenz (LBD). Bei LBD werden diese hohen Konzentrationen von Ap 2 ^ 2 beobachtet, wenn die 
Patienten gleichzeitig eine ausgepragte p-Amyloidpathologie zeigen (LBD, CERAD C). Auch Ap,^ ist bei AD und 

25 LBD (CERAD C) regelmaBig und deutlich erhoht. Dabei zeigte die Konzentration der Librigen Ap-Peptide eine hohe 
interindividuelle Varianz. Dies konnte ein Hinweis auf phanotypische Subtypen der sporadischen AD sein, Oder ver- 
laufsabhangig den Scheregrad der Demenz anzeigen. 

[0057] Der hier verwendete RIPA-Detergentienmix ist nicht in der Lage, reife neuritische p-Amyloidplaques zu solu- 
bilisieren. Die extensiv erhohten Konzentrationen von Ap 2 ^ 2 konnen daher nicht uber Ap 2 ^ 2 aus dieser p-Amyloidpla- 
30 quefraktion erklart werden. Entsprechend ist auch unwahrscheinlich, dass Ap 2 _4 2 uberwiegend durch unspezifische 
P-Amyloidplaqueassoziierte posttranslationale Veranderungen entsteht. Die hohen intrazerebralen Konzentrationen 
von Ap 2 .4 2 sind pathophysiologisch relevant, da das Fehlen von Aspartat die Aggregationsneigung von AP 1j)2 erhoht 
und diese N-terminale Modifikation anscheinend der Bildung reifer p-Amyloidplaques voraus geht. 

35 1 .4 Quantif izierung von APP-Metaboliten mittels Ap-SDS-PAGE/ Immunoblot in Zellkultur- und Tiermodellen 

[0058] Die carboyterminal verkurzten Ap-Peptide 1 -37, 1 -38 und 1 -39 konnten auch regelhaft im cisternalen Liquor 
von Meerschweinchen und Kaninchen nachgewiesen werden. Weiter gelang der Nachweis in Homogenaten und Uber- 
standen (Kurzzeitkultur) von hippokampalen Gewebeschnitten des adulten Meerschweinchens. 
40 [0059] Weiter konnte eine neuartige neuronale (telenzephale) Primarkultur des Huhnchens etabliert und gezeigt 
werden, dass auch hier das Ap-Peptidquintett mit vergleichbarer relativer Verteilung wie im humanen Liquor in die 
Uberstande freigesetzt wird. 

[0060] Das Ap-Peptidquntett- und zusatzlich Ap 2u(2 - kann auch in den Uberstanden einerNeurogliomaTumorzellinie 
(H4) nachgewiesen werden, die humanes APP751 mit schwedischer Doppelmutation (human APP751 sw) uberexpri- 

45 miert. Nach Behandlungder Zellen mit Proteaseinhibitoren.diepotentielle Inhibitoren von p-/7-Sekretasen sind, konnte 
neben der bekannten dosisabhangigen Reduktion von Ap, und Ap 1 AZ auch eine Reduktion der C-terminal verkurzten 
Ap-Peptide 1 -37, 1 -38, und 1 -39 nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde die Entstehung von P$ 2AZ gehemmt. Inter- 
essant war in diesem Zusammenhang, dass die Entstehung der Ct-verkurzen Ap-Peptide - besonders deutlich fur 
AP1-37 - im Vergleich zu Ap, ^ 0 und Ap lJt2 mit anderer Kinetik und schon friiher gehemmt wurden. Dieser Effekt wurde 

50 besonders deutlich bei Betrachtung der Anteile der einzelnen Ap-Peptidspecies an ihrer Gesamtkonzentration. Hier 
zeigt sich eine interessante Analogie zu den oben diskutieren krankheitsspezifischen Veranderungen der Ap-Peptide 
im Liquor, die auch wesentlich sensitiver uber die prozentualen Peptidanteile im Liquor erfasst werden konnten. Ent- 
sprechend kann vermutet werden, dass eine Heterogenitat der y-Sekretaseaktivitat uber Veranderungen in der relativen 
Zusammensetzung des Ap-Peptidquintetts abgebildet werden kann. Dies ist relevant fur Wirkstotfindungsprojekte zur 

55 identifizierungisoformspezifische f Sekretaseinhibiioren: 

[0061] Bei Behandlung der transgenen H4 Neuroglioma Zellkultur mit Calpaininbitor-1 konnte bei niedriger Konzen- 
tration des Proteaseinhibitors die vorbeschriebene initiate (paradoxe) Konzentrationssteigerung von Ap^ 2 belegt wer- 
den. Interessant ist hier, dass der Anstieg von AP 142 nicht mit einer Konzentrationssteigerung von Ap 2 ^, 2 korreliert 
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war. Dieser Bef und spricht gegen eine sekundare Entstehung von AP 2J)2 aus AP, A2 und fur die Hypothese, dass Ap 2 ^ 2 
durch einen kombinierten P-/Y-Sekretaseschnitt entsteht. In Zusammenhang mit der deutlich und regelmaBig erhohten 
Konzentration von Ap 2 ^ 2 in Hirnhomogenaten bei AD und dem Nachweis von Ap 2 ^ 2 in Liquorproben von Patienten 
mit AD stellt sich die Frage, ob bei AD eine bestimmte Isoform der p-Sekretase (BACE) uberexprimiert wird Oder das 
5 physiologisch entstehende Ap 2 ^ 2 bei AD vermindert katabolisiert wird. 

2. Hintergrund 

[0062] Die molekularen Grundlagen der AD, ihr Bezug zu neueren medikamentosen Ansatzen der Demenzerkran- 
10 kung und Verfahren der neurochemischen Demenzdiagnostik sind in zwei Ubersichtsarbeiten zusammengefaBt (Wit- 
fang et al., 1998 und 2000). 

[0063] Bisher wurde ein weiteres SDS-PAGE/lmmunoblot Verfahren fur die Analyse von AP^q und AP 1jI2 /1-43 in 
humanem lumbalen Liquor beschrieben (Ida et al., 1996). Die Differenzierung der Ap-Peptide kann hier jedoch nicht 
durch die elektrophoretische Trennung vorgenommen werden, sondern erfolgt auf der Blot-Membran durch C-terminal 
'5 selektive monoklonale Antikorper. Gleichzeitig muB Ap 1-42 vor der Trennung durch Einengung der Probe konzentriert 
werden. Die Einengung erfolgt ohne vorherige SDS-Denaturierung, was bedingt durch die hohe Aggregationsneigung 
von Ap, AZ methodisch problematisch erscheint. Fiir die Bestimmung von AP-,^ und 1 -42 miissen bei dieser Methodik 
getrennte Elektrophoresen durchgefuhrt werden. 

[0064] Das fur den Ap-SDS-PAGE/lmmunobloteingese1ztemultiphasischePuffersystem(Wiltfangetal., 1991), kom- 
so biniertdie Vorteile spezieller Puffersysteme fur Proteine (Laemmli, 1970) und Peptide (Schagger and von Jagow, 1987). 
Entsprechend konnen mit diesem SDS-PAGE Verfahren sowohl Proteine als auch Peptide in einem homogenen Po- 
lyacrylamidtrenngelsystem mit hoher Auflosung aufgetrennt werden. Weiter wurde unter Verwendung der Harnstoff- 
version (Wiltfang et al., 1991) des letztgenannten SDS-PAGE Verfahrens die elektrophoretische Trennung von Ap^o 
und Ap 1-42 beschrieben (Klafki et al., 1996). Die Anwendung dieses Verfahrens auf Zellkulturmodelle des familiaren 
25 AD, die mit Inhibitoren APP-spaltender Enzyme (y-Sekretase) vorbehandelt wurden, zeigte mittels Nachweis der in 
vivo radioaktiv markierten Ap-Peptide 1 -40 und 1 -42, dass unterschiedliche -y-Sekretasen an der enzymatischen Ent- 
stehung von AP,^ 2 beteiligt sind (Klafki et al., 1 996). Mit einer Modifikation dieses Systems konnte auch die Trennung 
zwischen Ap,^-, und Ap 1-t3 realisiert werden (Wiltfang et al., 1 997). Die maximale immunologische Nachweisempfind- 
lichkeit des letztgenannten Verfahrens lag bei 50 pg AP-,^ 2 , was fur die hier gezeigten Applikationen bei weitem nicht 
30 ausreicht. Gleichzeitig wurde in dem hier vorgestellten Verfahren die Trenngelmatrix optimiert, urn zusatzliche N-ter- 
minal und C-terminal modifizierte Ap-Peptide aufzutrennen. 

[0065] Die SDS-PAGE laBt sich als zweite analytische Dimension mit der isoelektrischen Fokussierung (IEF) in der 
ersten Dimension als 2D- PAGE kombinieren (O'Farrell, 1 975; O'Farrell et al., 1 977). Damit gelingt eine zweidimensio- 
nale Auftrennung von Polypeptiden und Proteinen nach isoelektrischem Punkt und effektivem Molekularradius. Die 

35 isoelektrische Fokussierung, bei Verwendung hochgradig gespreizter immobilisierter pH-Gradienten (Gorg et al., 1 995; 
Gorg et al., 1997; Righetti and Bossi, 1997), kann minimale Ladungsunterschiede aufdecken. Der zweidimensionale 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot kann daher auch fiir die hochauflosende Analyse von posttranslationalen Modifikationen 
der APP-Metabolite eingesetzt werden. Gleichzeitig kann eine Nachweisempfindlichkeit im oberen Femtogrammbe- 
reich realisiert werden. Posttranslationale Modifikationen konnen in spezif ischer Weise das Aggregationsverhalten von 

fo Ap-Peptiden beeinflussen und sind damit pathophysiologisch und diagnostisch relevant (Thome et al., 1 996; Thome 
J., 1996; Kuo et al., 1997; Russo et al., 1997; Tamaoka et al., 1997). Fur die neurochemische Demenzdiagnostik ist 
relevant, dass selektiv der Anteil von N-terminal modifiziertem Ap^^ zu Ap, .43/43, nicht jedoch der Anteil N-terminal 
modifiziertes Ap XJ(0 zu Ap, _4 0 ansteigt (Tamaoka et al., 1997). Zusatzlich zur Bestimmung der Ap-Peptide erlaubt der 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot auch die Quantifizierung von sAPPoc, dass bei AD im Liquor emiedrigt gemessen wird 

45 (Sennvik et al., 2000). Fiir die Bestimmung von sAPPcc wird das harnstoffhaltige Trenngelkompartiment mit einem 
oberen (kathodischen) Trenngel ohne Harnstoff und groBerer PorengroBe kombiniert. 

[0066] Der quantitative Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot erlaubt die gleichzeitige und ultrasensitive Bestimmung eines 
Spektrums von APP-Metaboliten, die hohe Relevanz fur die neurochemische Fruhdiagnostik und Pathogenese der 
AD besitzen. Das Verfahren kann auch innerhalb der tierexperimentellen und klinischen Evaluation neuer Pharmaka 
so eingesetzt werden, die in den Metabolismus Oder Katabolismus von Ap-Peptiden eingreifen. 


55 
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3 Materiallen und Methoden 
3.1 A0-SDS-PAGE 

3.1.1 Material und Reagentien 
[0067] 

Bio-RAD (Richmond, CA, USA): Mini Protean II Elektrophorese System, Acrylamid (Best.-Nr. 161-0101), N,N'- 
Methylen-bis-acrylamid (Best.-Nr. 1 61 -0201 ); Merck (Darmstadt, Deutschland): Ammoniumperoxodisulfat (AMPS, 
Best.-Nr. 1201.1000), Bromphenolblau (Best.-Nr. 81 22), 0.5 M H 2 S0 4 (Best.-Nr. 1.09072.1000), Natriumhydroxid 
Platzchen p.A. (NaOH, Best.-Nr. 6498), Aktivkohle p.A. (Best.-Nr. 1.02186.0250), Saccharose (Best.-Nr. 
1.07654.1000) 

Paesel+Lorei (Hanau, Deutschland): Tris ultra rein (Best.-Nr. 1 00840) 

Biomol (Hamburg, Deutschland): Natrium Laurylsulfat, ultra rein, 2x cryst. (SDS, Best.-Nr. 51430), Bis-(2-hydro- 
xyethyl)-imino-tris(hydroxymethyl) methan (Bis-Tris, Best.-Nr. 50003), N,N'-Bis-(2-hydroxyethyl)glycine p.A. (Bici- 
ne, Best.-Nr. 01848); GibcoBRL/Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland): Harnstoff (Best.-Nr. 15716-012); 
Serva (Heidelberg, Deutschland): N,N,N',N'-Tetramethylethylen-di-Amin (TEMED, Best.-Nr. 35925); Sigma (Stein- 
heim, Deutschland): 2-Mercaptoethanol (Best.-Nr. M-7154); 
Bachem (Bubendorf, Schweiz): Ap,^, Ap M0 , Ap 1-42 

Forschungsinstitut fur Molekulare Pharmakologie (Berlin, Deutschland): A^.33, Ap 1 _ 34 , Ap^gg, Ap^y, Ap^g, 
AP 2 ^)0. A ?2-42. A P3-40- Af3 3 ^ 2 , Ap 3p ^ 0 , AP 3 ^ 2 

Amersham Pharmacia Biotech AB (Buckinghamshire, England) und Serva (Heidelberg, Deutschland): Trypsin 
Inhibitor Rinderlunge (M r 6500), Mellitin (M r 2847) und Met-Lys-Bradykinin (M r 1 320) wurden uber Serva bezogen 
und dem "low-molecular-weight (LMW) marker kit" von Amersham Pharmacia zugefiigt. Das LMW Kit setzt sich 
zusammen aus: Phosphorylase b (M r 94000), Rinderserum Albumin (M r 67000), Ovalbumin (M r 43000), Carbonic 
Anhydrase (M r 30000), Trypsin Inhibitor, Sojabohne (M r 20100) und a-Lactalbumin (M r 14400). 

3.1.2 Gelzusammensetzung und Elektrophorese 

[0068J Die SDS-PAGE wurde durchgefuhrt mittels des Bio-Rad Mini Protean II Elektrophorese System. Die GroBe 
der verwendeten Gelkompartimente war wie folgt: Trenngellange etwa 54 mm; Sammelgellange etwa 5 mm (entspre- 
chend einem Volumen von 250 u.l); Kammgelhdhe etwa 12-15 mm; Geldicke jeweils 0.50 mm, Gelbreite jeweils 85 
mm. Trenn- und Sammgele fur die zweite analytische Dimension innerhalb der AP-2D-PAGE haben eine Geldicke von 
1.0 mm. 

[0069] Fur den Probenauftrag wird ein 1 5-zahniger Probenauftragskamm verwendet (Zahnbreite ca. 3 mm, Zahn- 
abstand 2 mm). Die resultierende Probenauftragstasche im Kammgel mil3t etwa 3x10 mm. Die max. Probenauftrags- 
menge sollte 10 ul nicht iiberschreiten, urn Verschleppungen zwischen den Probenschachten sicher zu verhindern. 
Die Proben werden nach Einfullen des Kathodenpuffers unterschichtet. Elektrophorese: a) 12 mA/ 0.5 mm Geldicke 
bei konstanter Stromstarke uber 2h, b) 1 ,0 mm Gele der zweiten analytischen Dimension: 60 Volt /1,0 mm Geldicke 
fur 10min, 120 Volt / 1,0 mm Geldicke uber 1h 45min. 

[0070] Fur die Trenngelkompartimente wurde die HarnstoffversiondesBicin/Tris SDS-PAGE Verfahrens von Wilrfang 
et al. (Wiltfang et al., 1991) verwendet und fur die vorgestellten Applikationen in wesentlichen Aspekten modifiziert. 
Tabelle 1 faBt die konzentrierten Puffer fur die Gelkompartimente, Kathodenpuffer, Anodenpuffer und die Acrylamid- 
stammlosung zusammen. Die Gelzusammensetzung fur die AP-SDS-PAGE zur optimierten Trennung von APP-Meta- 
boliten und Ap-Peptiden in humanen oder tierischen biologischen Proben findet sich in Tabelle 2. 

3.1.3 Probenvorbereitung fur Ap-SDS-PAGE 

3. 1.3.1 Aufnahme von Liquorproben 

[0071] 300U.I Aliquots des SDS-SB-3 ohne 2-Mercaptoethanol (Tabelle 3) werden mittels Speed-Vac in 1 .5 ml Ep- 
pendorf ProbengefaBen ("safe lock") auf Trockensubstanz eingeengt und bis zum Gebrauch bei Raumtemperatur ge- 
lagert. Liquorproben werden aliquotiert und mittels des in den EppendorfgefaBen als Trockensubstanz vorgelegten 
SDS-SB-3unterschiediichaufgearbeitet: 

(a) Nativ eingefrorener Liquor 

330 |xl zentrifugierter Liquor wird nativ bei -80°C in 1.5 ml EppendorfgefaBen eingefroren und gelagert. Nach 
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Auftauen und Vortexschritt wird mit 300 ul Liquor und 2.5% v/v 2-Mercaptoethanol der vorgelegte SDS-SB-3 auf- 
genommen und nach Vortexschritt fur 5 min bei 95°C erhitzt. AnschlieBend erfolgt die Ap-SDSPAGE. 

(b) Vorbehandlung mittels SDS-/Hitzedenaturierung 

Der als Trockensubstanz vorgelegte SDS-SB-3 wird mit 300 ul zentrifugiertem Liquor aufgenommen und nach 
Vortexschritt fur 5 min. bei 95°C erhitzt (keine Zugabe von 2-Mercaptoethanol !). AnschlieBend wird der SDS-/ 
Hitzedenaturierte Liquor bei -80°C gelagert. Vor Ap-SDS-PAGE wird die Probe nach Zugabe von 2.5% v/v 2-Mer- 
captoethanol erneut fur 5 min. bei 95°C erhitzt. 

(c) Einengung von Liquorproben fur die Bestimmung von AjJ-Peptiden 

Nach SDSVHitzedenaturierung, aber vor Zugabe von 2-Mercaptoethanol, kann die Liquorprobe, Oder auch andere 
biologische Proben, mittels SpeedVac auf Trockensubstanz eingeengt werden und mit 100 ul H 2 O dd und 2.5% v/ 
v 2-Mercaptoethanol aufgenommen werden (3-fache Konzentrierung). Vor Ap-SDS-PAGE erfolgt erneut Erhitzen 
auf 95°C fur 5 min. 

[0072] Durch die SDS-/Hitzedenaturierung vor Einengung der Probe sollen Proteolyse, Prazipitation und Autoag- 
gregation der Ap-Peptide wahrend der Konzentrierung vermieden werden. 

[0073] Die reduzierte SDS-Konzentration in SDS-SB-3 ist erforderlich, weil hohere SDS-Konzentrationen nach drei- 
facher Einengung der Proben und bei einem Auftragsvolumen von ca. 10 ul zu einem beeintrachtigen Laufverhalten 
der Ap-Peptide am anodischen Ende des harnstoffhaltigen Trenngels fuhren. Gleichzeitig ist die SDS-Konzentration 
von 0.5% w/v in SDS-SB-3 aber noch ausreichend hoch fur eine vollstandige SDS-/Hitzedenaturierung der Probe. 

3. 1.3.2 Aufnahme anderer biologischer Proben 

[0074] Liegen die Proben flussig vor (z.B. Zellkulturuberstande, Zellhomogenate) und ist die Ap-Peptidkonzentration 
ausreichend hoch kann eine Volumeneinheit Probe mit einer Volumeneinheit des zweifach konzentrierten SDS-SB-2 
aufgenommen werden (Tabelle 3). 

3.1.3.3 Aufnahme der Proben nach Immunoprazipitation (IP) 

[0075] Die mittels magnetischen Dynabeads (s.u.) immobilisierten APP-Metabolite werden nach dem abschlieBen- 
den Waschschritt bei 37°C fur 10 min im Ultraschallbad unter Verwendung des SDS-SB-1 Oder SDS-PB-3 (jeweils 
ohne 2-Mercaptoethanol !) aus der Antigenbindung eluiert. Nach Zugabe von 2-Mercaptoethanol auf 2.5% w/v, erfolgt 
erhitzen auf 95°C fur 5 min. Bei Verwendung von SDS-PB-3 konnen die Proben anschlieBend durch Einengung auf 
Trockensubstanz und Aufnahme mit H 2 O dd mittels SpeedVac nochmals dreifach konzentriert werden. 

3.2 Konventionelle AP-2D-PAGE (Tragerampholyt IEF) 

[0076] Die Tragerampholyt-IEF in Rundgelen der ersten analytischen Dimension und die vertikale Ap-SDS-PAGE 
der zweiten analytischen Dimension werden mit dem Mini-Protean II 2-D Cell System von Bio-Rad durchgefuhrt. 

3.2.1 Materialien und Reagenzien fur die Tragerampholyt IEF 


Bio-RAD (Richmond, CA, USA): Mini-Protean II 2-D Cell System, Glasrohrchen (0 1mm), Agarose (162-0017); 
Merck (Darmstadt, Deutschland): CHAPS (Best.-Nr. 1.11662.0010), Natriumhydroxid Platzchen p.A. (NaOH, Best. 
-Nr. 6498), Bromphenolblau (Best.-Nr. 8122), Phosphorsaure 85% (H 3 P0 4 , Best.-Nr. 1 .00573.1000); Serva (Hei- 
delberg, Deutschland): Servalyt® pH 5-6 (Best.-Nr. 42924) pH 4-7 (Best.-Nr. 42948) pH 3-10 (Best.-Nr. 42951); 
Fluka (Buchs, Schweiz): Igepal CA 630 (NP 40, Best.-Nr. 56741) 



GibcoBRL/Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland): Harnstoff (Best.-Nr. 15716-012); 
Sigma (Steinheim, Deutschland): 2-Mercaptoethanol (Best.-Nr. M-7154) 

Biomol (Hamburg, Deutschland): Natrium Laurylsulfat, ultra rein, 2x cryst. (SDS, Best.-Nr. 51430), Bis-(2-hydro- 
xyethyl)-imino-tris(hydroxymethyl) methan (Bis-Tris, Best.-Nr. 50003), N,N'-Bis-(2-hydroxyethyl) glycin p.A. (Bici- 
ne, Best.-Nr. 01848) 


[0077] 
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3.2.2 Probenaufnahme fur die Tragerampholyt IEF 

[0078] Die Probenaufnahme erfolgt in IEF-SB (Tabelle 4a). Trockensubstanz und mittels MSP magnetisch immobi- 
lisierte Dynabeads (s.u.) werden direkt mit dem IEF-SB unmittelbar vor IEF aufgenommen und 1 0 min. im Ultraschall- 
s bad bei 37° C inkubiert. Fur die Aulnahme von Liquorproben wird eine Volumeneinheit Liquor mit einer Volumeneinheit 
IEF-SB aufgenommen und 10 min. im Ultraschallbad bei 37° C inkubiert. 

3.2.3 Erste analytische Dimension: Tragerampholyt IEF In Rundgelen 

w [0079] Glasrohrchen (0 1mm) werden zur Gelpolymerisation mit der Monomerlosung aus Tabelle 4b gefullt. Die IEF 
Rundgele werden auf eine Lange von 60 mm polymerisiert. 20 ul Probe nach direkter Aufnahme in IEF-SB (1 0 ul Liquor 
plus 10 |il IEF-SB) oder 10ul Eluat aus der Immunoprazipitation in IEF-SB (Tabelle 4a) werden aufgetragen und mit 
dem kathodischen Elektrolyten uberschichtet. Diese Seite der Glasrohrchen wird mit der oberen kathodischen Elek- 
trolytkammer verbunden. Die Zusammensetzung von Anolyt und Katholyt fur die Tragerampholyt IEF findet sich in 

is Tabelle 4c. 

[0080] AnschlieBend wird wie folgt bei Raumtemperatur fokussiert: 100V x 1h, 200Vx11h, 500Vx2h, 1000Vx1h (S 
4300 Vxh). 

[0081] Nach IEF werden die Rundgele mittels Wasserdruck aus den Glasrohrchen ausgestoBen und fur 5 min. im 
lEF-Equilibrierungspuffer (Tabelle 4d) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die IEF Gele auf das Sammelgel 
20 (s.o.) der Ap-SDS-PAGE aufgelegt und mit der IEF-Agarosei6sung (Tabelle 4d) in ihrer Position fixiert. Eine Proben- 
tasche fur den vergleichenden Auftrag von synthetischen Ap-Peptiden oder M r Markerproteinen wird mittels eines 
Teflonzahns in der heiGen Agarose geformt. 

3.2.4 Zweite analytische Dimension: Ap-SDS-PAGE 

25 

[0082] Die Ap-SDS-PAGE erfolgte, wie in Tabelle 1 und 2 ausgefiihrt (Trenngel: 1 2%T/5%C/8M Harnstoff). Ein 
Kammgel wird nicht polymerisiert. Die Geldicke der verwendeten Trenngele betragt 1mm. Die Elektrophorese erfolgt 
bei Raumtemperatur: 1 0 min. / 60 V, 90 min. / 1 20 V. 

30 3.3 Ap-IPG-2D-PAGE 

3.3.1 Material und Reagentien 
[0083] 

35 

GibcoBRL/Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland): Harnstoff (Best.-Nr. 15716-012) 

Merck (Darmstadt, Deutschland): CHAPS (Best.-Nr. 1.11662.0010), Bromphenolblau (Best.-Nr. 8122), Glyzerin 

(100%) (Best.-Nr. 1.04092.1000) 

Biomol (Hamburg, Deutschland): Natrium Laurylsulfat, ultra rein, 2x cryst. (SDS, Best.-Nr. 51430); Serva (Heidel- 
40 berg, Deutschland): Serdolit MB-1 (Best.-Nr. 40701 ), Dithiotreitol (DTT, Best.-Nr. 20710) 

Amersham Pharmacia Biotech AB (AB (Buckinghamshire, England): Pharmalyte pH 3-10 (Best.-Nr. 17-0456-01), 
Pharmalyte pH 4-6,5 (Best.-Nr. 1 7-0452-01 ), Immobiline DryStrip 70 x 3 x 0.5 mm, pH 4-7 L (Best.-Nr. 1 7-6001 -1 0); 
Sigma (Steinheim, Deutschland): lodoacetamide (Best.-Nr. 1-6125) 
BioRAD (Richmond, CA, USA): Agarose (1 62-0017) 

45 

3.3.2 Probenaufnahme 

[0084] Die Probenaufnahme erfolgt in IPG-SB (Tabelle 5a). Trockensubstanz und mittels MSP magnetisch immobi- 
lisierte Dynabeads (s.u.) werden direkt mit dem IPG-SB unmittelbar vor IEF aufgenommen und 10 min. im Ultraschall- 
50 bad bei 37° C inkubiert. Aufnahme flussiger biologischer Proben: Nach Entfernung des Mischbettionenaustauschers 
(Serdolit MB-1 ) wird der IPB-SB in Eppendorf ProbengefaBen aliquotiert (z.B. 1 00 ul) und mittels SpeedVac bei Raum- 
temperatur auf Trockensubstanz eingeengt. Der als Trockensubstanz vorgelegte IPG-SB wird im Volumenverhaltnis 
1:1 mit Probe aufgenommen (z.B. 100 ul) und nach Vortexschritt (1 min.) fur 10 min. im Ultraschallbad bei 37° C 
inkubiert. 

55 ~ - 

3.3.3 IPG-IEF 

[0085] Die IEF mittels kommerzieller IPG "DryStrips" erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers 
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(Amersham Pharmacia Biotech/Kurzanleitung71-5009-57,AusgabeAA, 99-04). IPG "DryStrips" (4-7, linearerpH-Gra- 
dient, Lange 7cm) wurden fiber Nacht bei Raumtemperatur unter Verwendung der Rehydrierungslosung aus Tabelle 
5a auf eine Geldicke von 0.5 mm rehydriert. Die Probenauftragsvorrichtung ("sample cups") wird auf die basische Seite 
der IPG Streifen, etwa bei pH 6.5, aufgelegt (kathodischer Auftrag) und 30 ul Probe aufgetragen. Die IPG-IEF erfolgt 
fur 30 min / 300V, 30 min / 800V, 30 min. / 1 400V und 5 h / 2000V (E 12500 Vxh). 

3.3.4 Zweite analytlsche Dimension: A(5-SDS-PAGE 

[0086] Nach IPG-IEF werden die "DryStrips" fur 2x10 min. equilibriert (Tabelle 5b). Die erste Equilibrierungslosung 
enthalt DTT (50 mg/5ml), die zweite Losung Jodacetamid (240 mg / 5 ml) zur Neurtralisierung von uberschussigem 
DTT, das sonst bei Silberfarbung der Gele zu Farbeartefakten filhrt. Bei Western-lmmunoblot entfallt der zweite Equi- 
librierungsschritt. Die eqilibrierten IPG "DryStrips" werden auf dem Sammelgel der Ap-SDS-PAGE mittels Agaroselo- 
sung (Tabelle 5c) fixiert. Eine Probentasche fur den vergleichenden Auftrag von synthetischen A0-Peptiden Oder M r 
Markerproteinen wird mittels eines Teflonzahns in der heiBen Agarose angelegt. Die Elektrophorese erfolgt entspre- 
chend 3.1.2 

3.4 Immunoprazipitation 

3.4.1 Material und Reagentien, Antikorper 
[0087] 

Biochrom KG (Berlin, Deutschland): HEPES (Best.-Nr. L1603), PBS Dulbecco, ohne Ca ++ , ohne Mg++ (Best.-Nr. 
L1 82-50); Merck (Darmstadt, Deutschland): Natriumhydroxid Platzchen p.A. (NaOH, Best.-Nr. 6498); Natriumchlo- 
rid (NaCL, Best.-Nr. 1 .01 540.0500); 

Fluka (Buchs, Schweiz): Igepal CA 630 (NP 40, Best.-Nr. 56741), Natrium Desoxycholate (Na-DOC, Best.-Nr. 
30968); Biomol (Hamburg, Deutschland): Natrium Laurylsulfat ultra rein, 2x cryst. (SDS, Best.-Nr. 51430); 
Boehringer (Mannheim, Deutschland): Proteinase inhibitor cocktail tablets, complete™ Mini (Best.-Nr. 1836153); 
Deutsche Dynal GmbH (Hamburg, Deutschland): Dynabeads® M280 Schaf anti-Mouse IgG (Best.-Nr. 112.02); 
Biometra (Gottingen, Deutschland): Magnetic Separation Stand (MPS); Sigma (Steinheim, Deutschland): Bovines 
Albumin (BSA, Best.-Nr. A-4378), 2-Mercaptoethanol (Best.-Nr. M-7154), Natrium Azid (Na-Azid, Best.-Nr. A- 
2002); 

Paesel+Lorei (Hanau, Deutschland): Tris ultra rein (Best.-Nr. 100840); Schering AG (Berlin, Deutschland): 
mAb1 E8 (Maus lgG1 ); Senetek PLC Drug Delivery Technologies, Inc. (St. Louis, Mo, USA): mAb 6E1 0, gereinigter 
Maus lgG1 (Best.-Nr. 320-02). 

3.4.2 Vorbereitung der Dynabeads M-280 (Schaf Anti-Maus IgG) 

[0088] 250ul Suspension (6.7 x 1 0 8 beads/ml) ohne Schaumbildung gut schiitteln und 3 x 5 min. mit 1 ml PBS/BSA 
(0.15 M NaCI in 0.01 M Na-Phosphat, 0.1 % w/v BSA) waschen. Beads im Magnetic Separation Stand (MSP) der 
Firma Biometra (Gottingen, Deutschland) immobilisieren und Uberstand abnehmen. 

3.4.3 Vorbehandlung der biologischen Proben 

[0089] 0.75 Volumeneinheiten Probe werden mit 0.25 Volumeneinheiten Protein-Inhibitor-Cocktail Stammlosung 
(Pl-Stammlsg.) aufgenommen. Pl-Stammlsg.: Lose 1 Tabl. Complete™ Mini in 1.5 ml H 2 O dd . 

3.4.4 mAb-Aktivierung der magnetischen Mlkropartlkel ("beads") mittels der direkten IP-Methode 

[0090] Etwa 1 .675 x 10 8 "beads" (250 ul vorbereitete Bead-Suspension, s.o.) werden im MSP in 1.5 ml Eppendorf 
Cups wandstandig magnetisch immobilisiert und mit 7.5 ug mAb 6E10 (Senetek Drug Delivery Technologies, Inc., St. 
Louis, Mo, USA) Oder 1 0 ug mAb 1 E8 (Schering AG, Berlin, Deutschland) in 250 ul PBS/BSA bei 4 °C fur 20 h inkubiert. 
AnschlieBend fur 4 x 30 min. mit 1 ml PBS/BSA gewaschen und am Ende in 250 ul PBS/BSA/0.01% Na-Azid aufge- 
nommen und bei 4 °C bis zum Einsatz fur die Immunoprazipitation gelagert. Die so aktivierten Beads konnen ohne 
nennenswerte7TKa^azitatsTe?iust"bis~zu drei"Monate geiagert werdenrDirekt vor-Einsatz-in-die-lmmunGprazipitation- 
biologischer Proben werden die aktivierten Beads 3x3 min. mit 250 ul PBS/BSA ohne Zusatz von Na-Azid gewaschen. 
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3.4.5 Immunoprazipation aus humanem Liquor 

a) ohne Detergentien 

[0091] 25 ul aktivierter DynaBeads (ca. 1 .675 x1 0 7 beads) werden mit 268 ul Liquor/PI-Stammlsg. (200 ul Liquor + 
68 ul Pl-Stammlsg.) vermischt und mit 732 ul 50 mM HEPES-Puffer, pH 7.4, in Eppendorf-Cups auf 1 ml gebracht. 
Die Inkubation erfolgt fur 20 rt bei 4 °C auf einem Schuttelmixer (standige Agitation der Probe). AnschlieRend werden 
die Beads im MSP-Stand immobilisiert und der Uberstand entfernt. Danach werden die Beads 4x5 min. bei Raum- 
tenperatur mit 1 ml PBS/0.1 %BSA gewaschen. Abschlie3end werden die Beads 1 x 3 min. bei Raumtenperatur in 1 
ml 10 mM Tris/HCI (pH 7.5) gewaschen. Fur die Ap-SDS-PAGE erfolgt die Probenaufmahme der magnetisch immo- 
bilisierten Beads mit 25 ul SDS-PB-1 fur 5 min. bei 95 °C. Fur die AP-2D-PAGE wird mit 25 ul IEF-SB Oder IPG-SB 
aufgenommen und fur 10 min. bei 37 °C im Ultraschallbad inkubiert. Fur die Ap-SDS-PAGE werden 4 ul Probe aufge- 
tragen, entsprechend der Ap-Peptidmenge, die in 32 ul Liquorvolumen vorhanden ist. Fur die AP-2D-PAGE werden 
10 ul aufgetragen, entsprechend der Af3-Peptidmenge die in 80 ul Liquorvolumen vorhanden ist. 

b) mit Detergentien (RIPA<,. 5x -IP) 

[0092] 200 ul Liquor werden mit 200 ul 5fach-konzentriertem RIPAq 5x Puffer (Tabelle 6) vermischt und mit 600 ul 
H 2 O dd in Eppendorf Cups auf 1 ml gebracht. Die Durchfuhrung der Immunprazipitation entspricht der unter A beschrie- 
benen Methode. Der RIPAq 5x -Puffer enthalt Proteaseinhibitoren (Tabelle 6). 

3.4.6 Immunoprazipation aus humanem Gehlrngewebe(RIPA 1x -IP) 

[0093] Gehirngewebe (ca. 50 mg) wird mit 1ml RIPA 1x Puffer (Tabelle 6) in 1.5 ml Eppendorf ReaktionsgefaBen 
mittels Ultraschallfinger homogenisiert und anschliefiend fiir 5 min. (4°C) bei 20000 g zentrif ugiert. Der Uberstand wird 
abgenommen und der Proteingehalt des Homogenatiiberstands wird auf 3 mg/ml mit RIPA U Puffer eingestellt und 1 
ml Hirnhomogenat zusammen mit 50 |xl aktivierten DynaBeads (ca. 3.35 x10 7 beads) wie unter (a) beschrieben im- 
munprazipitiert. Der RIPA, 0x -Puffer enthalt Proteaseinhibitoren (Tabelle 6). 

3.4.7 Immunoprazipation aus Zellkulturuberstanden (RIPAq 5x -lP) 

[0094] 400 uJ Zellkulturuberstand werden mit 1 00 ul 5fach-konzentriertem RIPAqs,, Puffer (alternativ: 800 uJ Zellkul- 
turiiberstand mit 200 ul 5fach-konzentriertem RIPAq^ Puffer) und 25 ul aktivierten DynaBeads vermischt und wie 
unter (a) beschrieben immunprazipitiert. Fur die Ap-SDS-PAGE werden 6 ul Probe aufgetragen, entsprechend der 
Ap-Peptidmenge, die in 96 ul Zellkulturuberstandvolumen vorhanden ist. 

3.5 Fixierung und Silberfarbung 

3.5.1 Reagentien 
[0095] 

Merck (Darmstad, Deutschland): Natriumthiosulfat-Pentahydrat pA (Na 2 S 2 0 3 , Best.-Nr. 1 .06516.0500), Natrium- 
carbonat pA (Na 2 C0 3 , Best.-Nr. 1.06392.1000), Glycin Puffersubstanz (Best.-Nr. 1.04169.0250), Formaldehyd 
min. 37% pA (Best.-Nr. 1 .04003.1 000), Glutardialdehyd 25%ig (Best.-Nr. 8.20603.01 00), Natriumazetat wasserfrei 
(Best.-Nr. 1.06268.1000); 

Paesel+Lorei (Hanau, Deutschland): Silbernitrat p.A. (Best.-Nr. 27-100-601); 
Zentralapotheke der Universitat Gottingen: Ethanol 99.9%, vergaellt 

3.5.2 Durchfuhrung 

[0096] Nach Ap-SDS-PAGE oder AP-2D-PAGE werden die Peptide und Proteine fiir 45 min bei Raumtemp. mit 
Glutardialdehyd in Borat/Phosphatpufer nach Wiltfang et al. (Wiltfang et al., 1997) fixiert. Die Silberfarbung wurde leicht 
modifiziert nach Heukeshoven et al. (Heukeshoven and Dernick, 1988) durchgefuhrt (Tabelle 7) 
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3.6 Western-lmmunoblot 

3.6.1 Material und Reagentien, Antikdrper 
5 [0097] 

Paesel+Lorei (Hanau, Deutschland): Tris ultra rein (Best.-Nr. 100840); Sigma (Steinheim, Deutschland): Borsaure 

(Borsaure, Best.-Nr. B-7901), Natrium Azid (Na-Azid, Best.-Nr. A-2002); J.T.Baker (Deventer, Holland): Methanol 

(Best.-Nr. 9263); BioRad Laboratories (Hercules, CA, USA): Filter Paper extra dick (Best.-Nr. 1703960), Non-Fat 
10 Dry Milk (Best.-Nr. 170-6404); Millipore Corporation (Bedford, MA, USA): Immobilon-P Transfer Membran (Best. 

-Nr. IPVH0001 0); Hoefer Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, CA, USA): SemiPhor semi-dry transfer unit (Best. 

-Nr. 80-6211-86); Biochrom KG (Berlin, Deutschland): PBS Dulbecco, ohne Ca ++ , ohne Mg++ (Best.-Nr. L1 82-50); 

Schering AG (Berlin, Deutschland): mAb 1E8 (Maus lgG1); Senetek PLC Drug Delivery Technologies, Inc. (St. 

Louis, Mo, USA): gereinigter mAb 6E10, Maus lgG1 (Best.-Nr. 320-02); 
15 Roth (Karlsruhe, Deutschland): Roti-Block (Best.-Nr. A1 51 .1 ). 

3.6.2 Durchfiihrung des Western-lmmunoblot 

[0098] lm AnschluB an die Ap-SDS-PAGE Oder AP-2D-PAGE erfolgt der Transfer mittels Semidry-Westernblot und 
20 einem multiphasischen Puffersystem auf PVDF Nachweismembranen. Die Blotpuffer sind in Tabelle 8 zusammenge- 
stellt. 

Der Aufbau des Blotsandwich von der Anode zur Kathode ist wie folgt: Eine Filterpapierlage mit Puffer A, eine Filter- 
papierlage und die PVDF-Membran mit Puffer B, Gel und abschlieBend zwei Filterpapierlagen mit Puffer C. Gele wer- 
den unmittelbar im AnschluB an die Elektrophorese fur ca. 1 0 sec. in Puffer C inkubiert. Als Filterpapier wird extrastarkes 

25 Filterpapier der Firma BioRad verwendet. Nach Untersuchung von PVDF-Membranen unterschiedlicher Hersteller er- 
gab die Immobilon-P Membran der Firma Millipore, die geringste Hintergrundfarbung und effektivste Immobilisation 
der Ap-Peptide, insbesondere von AB, innerhalb des Immunoblotprotokolls. Die Immobilon-P Membranen werden 
entsprechend den Herstellerangaben vor Gebrauch mit Methanol benetzt, anschlieBend fur 1 min. in H 2 O dd inkubiert 
und dann in Puffer B uberfuhrt. Der Transfer erfolgt fur Ap-SDS-PAGE (0 0.5 mm) fur 30 min. Oder AP-2D-PAGE Gele 

30 (0 1 .0 mm) fur 45 min. bei Raumtemperatur mit 1 mA/cm 2 . 

[0099] Nach Ende des Western-Blot wird die Immobilon-P Membran fur ca. 30 sec. in H 2 O dd gewaschen und 3 min. 
in der Mikrowelle in PBS (ohne Tween-20 !) gekocht. Der Kochschritt ist essentiell, urn die maximale Nachweisemp- 
findlichkeit zu realisieren. 

35 3.6.2.1 lmmunoblot-1 (Milchpulver-Blockschritt) 

[0100] Die fur den lmmunoblot-1 verwendeten Puffer, Losungen und Antikorper sind in Tabelle 9a & b zusammen- 
gefaBt. 

40 • Blockschritt: 1 h bei Raumtemperatur in 4 ml PBS-T-M / cm 2 Membran 

• Inkubation mit primarem mAb: 15 h bei 4° C und abschlieBend 30 min. bei Raumtemp. in einer 1 :4000 Verdunnung 
des mAb 1 E8 (Schering AG, Berlin, Deutschland) Oder in einer 1 :1 000 Verdunnung des mAb 6E1 0 (aufgereinigt: 
1 mg/ml; Senetek Drug Delivery Technologies, Inc., St. Louis, Mo, USA) in 0.074 ml PBS-T-M /cm 2 (EinschweiBen 
in Kunststoffolie, hochfrequenter Agitation mit Rotationsmixer) 

45 . Waschschritt 1 : 3x1 0 min. mit PBS-T (4 ml/cm 2 ) bei Raumtemp. 

• Inkubation mit sekundarem mAb: 1 h bei Raumtemp. mit einer 1 :3000 Verdunnung des sekundaren mAb (biotiny- 
lierter anti-Maus IgG, Pferd, H+L; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) in 0.074 ml PBS-T-M / cm 2 Membran 
(EinschweiBen in Kunststoffolie, hochfrequente Agitation mit Rotationsmixer) 

• Waschschritt 2: wie Waschschritt 1 

so • Streptavidin-Avidin Verstarkung: 1 h bei Raumtemperatur mit 1 :3000 Verdunnung von "Streptavidin biotinylated 
horseradish peroxidase complex RPN 1051" (Amersham, Buckinghamshire, England) in PBS-T mit 0.26ml/cm 2 
Membran (EinschweiBen in Kunststoffolie, hochfrequente Agitation mit Rotationsmixer) 

• Waschschritt 3: wie Waschschritt 1 

• ECL-Entwicklung: 5 min. bei Raumtemp. mit 0.1 ml/cm 2 ECLPIus™ Losung (RPN 2132; Amersham, Bucking- 
■ss- hamshirerEngland)-gemaS Angaben des-Herstel!ers^Anschl:eBend Entfern jng von 0berschussigem-Reagenz-(5- 

sec. zwischen 2 Folien Filterpapier) und Einschlagen der feuchten Membran in Frischhaltefolie. 


18 


EP 1 270 592 A1 


3.6.2.2 lmmunoblot-2 (Roti-Block) 

[0101] Die fur den lmmunoblot-2 verwendeten Puffer, Losungen und Antikorper sind in Tabelle 9a & b zusammen- 
gefaBt. 

• Blockschritt: 1 h bei Raumtemperatur in 25ml 1:10 Roti-Block/h^O^ 

• Inkubation mit primarem mAb: 15 h bei 4° C und abschlieBend 30 min. bei Raumtemp. in einer 1 :4000 Verdiinnung 
des mAb 1E8 (Schering AG, Berlin, Deutschland). Der mAb 6E10 ist bedingt durch ein hohes Hintergrundsignal 
nicht kompatibel mit Roti-Block. 

• Waschschritt 1: 3x10 min. mit PBS-T (4 ml/cm 2 ) bei Raumtemp. 

• Inkubation mit sekundarem Ab: 1 h bei Raumtemp. mit einer 1:3000 Verdiinnung des sekundaren mAb (biotiny- 
lierter anti-Maus IgG, Pferd, H+L; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) in 0.074 ml PBS-T/cm 2 Membran 
(EinschweiBen in Kunststoffolie, hochfrequente Agitation mit Rotationsmixer) 

• Waschschritt 2: wie Waschschritt 1 

• Streptavidin-Avidin Verstarkung: 1 h bei Raumtemperatur mit 1:3000 Verdunnung von "Streptavidin biotinylated 
horseradish peroxidase complex RPN 1051" (Amersham, Buckinghamshire, England) in PBS-T mit 0.26ml/cm 2 
Membran (EinschweiBen in Kunststoffolie, hochfrequente Agitation mit Rotationsmixer) 

• Waschschritt 3: wie Waschschritt 1 

• ECL-Entwicklung: 5 min. bei Raumtemp. mit 0.1 ml/cm 2 ECLPIus™ Losung (RPN 2132; Amersham, Bucking- 
hamshire, England) gemaB Angaben des Herstellers. AnschlieBend Entfernung von uberschussigem Reagenz (5 
sec. zwischen 2 Folien Filterpapier) und Einschlagen der feuchten Membran in Frischhaltefolie. 

3.6.3 Quantifizierung des ECL-Signals mittels densitometrischer Filmauswertung 

3.6.3. 1 Material und Reagentien 
[0102] 

Amersham Pharmacia Biotech AB (Buckinghamshire, England): ECL plus Western Blotting Detection System (Best. 
-Nr. RPN 2132), Hyperfilm™ ECL™ (Best.-Nr. RPN 2103H); 

Schleicher und Schuell (Dassel, Deutschland): Gel-Blotting Papier (Best.-Nr. 426690); Tropix (Bedford, MA, USA): 
Development Folders, 14 cm x 19 cm (Best.-Nr. XF030); Biometra (Gottingen, Deutschland): BioDoc software 
Epson Deutschland GmbH (Dusseldorf, Deutschland): Laserscanner Epson GT 9000 

3.6.3.2 ECL-Entwicklung 

[0103] Nach dem letzten Waschschritt in PBS-T wird die PVDF-Membran auf eine Teflonunterlage gelegt und uber- 
schiissiger Waschpuffer durch Auflegen einer Lage KIMWIPES® Lite 200 Laborwischtucher entfernt. Es folgt eine 
Inkubation fur 5 min. bei Raumtemperatur mit 0.1 ml/cm 2 ECLPIus™ Losung. Urn uberschussige ECLPIus™ Losung 
zu entfernen, wird die Membran zwischen zwei Lagen Gel-Blotting Papier gelegt und zur Signaldetektion in einen 
"Development Folder" iiberfuhrt, der eine optimale Detektion gewahrleislet und das Austrocknen der Membran ver- 
hindert. 

3.6.3.3 Quantfizierung 

[0104] Aufgetragen wurden jeweils 8 uJ Liquorprobe. Jedes Gel fuhrte eine Verdunnungsreihe eines Gemisches 
synthetischer Ap-Peptide 1-40 und 1-42 (AP 1J)2 : 5,10,15,25 pg; Ap",^: 20, 50, 75, 100 pg). Die Messungen wurden 
als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Berechnung der Ap-Peptid Konzentrationen erfolgte fur jedes Gel anhand 
seiner Eichreihe. AnschlieBend wurde der Mittelwert (n=3) und Variationskoeffizient (VK) berechnet. Der Intraassay- 
Variationskoeffizient wurde anhand der drei Einfachbestimmungen berechnet, die auf jeweils getrennten Gelen im 
gleichen Experiment unter Verwendung identischer Stammlosungen bestimmt wurden. Der Interaasasy-Variationsko- 
effizient wurde anhand der Ap 1 A2 Mittelwerte bestimmt, die in unabhangigen Experimenten (d.h. Untersuchungstagen) 
ermittelt wurden. 

[0105] Mittels Dreifachbestimmung ermittelte AusreiBer wurden bei Berechnung beider Variationskoeffizienten nicht 

-e!iminiertrd:h-al!e-teGhnisch-auswertbaren-Ap-Peptidbanden-gingen-in-die-Berechnung-ein. 

[0106] Zusatzlich wurden fur Ap,^, AP 1-42 und Ap^ die Rohwerte (Flacheneinheiten) der drei Banden pro Spur 

erfasst und als Quotienten aufeinander bezogen {f^^^^o, AP 1 _ 42 /AP 1 - 33). 

[0107] Die ECL-Detektion nach Western-lmmunoblot (primarer mAb: 1E8) erfolgte mittels Belichtung von Hyper- 
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film™ uber 5 min. Die densitometrische Auswertung erfolgte mittels Laserscanners (Epson GT 9000) und Auswerte- 
software (Fa. Biometra, BioDoc software). 

3.6.4 Quantifizierung des ECL-Signals mittels CCD-Kamera 

5 

3.6.4.1 Materialien und Gerate 

[0108] Bio-RAD Laboratories (Hercules, CA, USA): Fluor-S MAX Multilmager System (Best.-Nr. 1 70-7720); Quantity 
One Software (Best.-Nr. 170-8601) 

w 

3.6.4.2 ECL-Entwicklung 

[0109] Die ECL-Entwicklung wurde wie unter 3.6.3.2 beschrieben durchgefuhrt. 
'5 3.6.4.3 Durchfuhrung 

[0110] Aufgetragen wurden jeweils 10 u.l Liquorprobe. Jedes Gel fiihrte eine Verdunnungsreihe eines Gemisches 
der synthetischen Ap-Peptide 1 -37, 1 -38, 1 -39, 1 -40 und 1 -42 (Ap 1 . 37 : 5,10, 20, 40, 80 pg; Ap, . 38 : 1 5, 30, 60, 90, 1 20 
Pg; 5. 10. 20, 30, 60 pg; Ap 1j(0 : 25, 50, 100, 200, 300 pg; Ap,^: 5, 10, 20, 40, 80 pg). Die ECL-Detektion 

20 mittels CCD-Kamera erfolgte bei einer Auflosung von 80x80um mittels serieller Expositionszeiten fur 5, 20, 60 und 
120 Sekunden. Fur die Quantifizierung der Gele relativ zu ihrer jeweiligen Eichreihe wurde die Auswertesoftware 
"Quantity One" (Fa. Bio-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA) eingesetzt. 

[01 1 1] Die Messungen wurden als Vierfachbestimmung durchgefuhrt. Die Berechnung der Ap-Peptid Konzentratio- 
nen erfolgte fur jedes Gel anhand seiner Eichreihe. AnschlteBend wurde der Mittelwert (n=4) und Variationskoeffizient 

25 (VK) berechnet. Der Intraassay-Variationskoeffizient wurde anhand der vier Einfachbestimmungen berechnet, die auf 
jeweils getrennten Gelen im gleichen Experiment unter Verwendung identischer Stammlosungen bestimmt wurden. 
Der Interaasasy-Variationskoeffizient wurde anhand der Mittelwerte bestimmt, die in unabhangigen Experimenten (d. 
h. Untersuchungstagen) ermittelt wurden. Mittels Vierfachbestimmung ermittelte AusreiBer wurden bei Berechnung 
beider Variationskoeffizienten nicht eliminiert, d.h. alle technisch auswertbaren Ap-Peptidbanden gingen in die Berech- 

30 nung ein. 

3.7 Telenzephale Primarkultur des Hiihnchens 

[0112] Eier der Huhnerrasse White Leghorn werden bei 37°C im Brutschrank uber 10 Tage bebrutet. Am 10. Tag 
35 wird der Huhnerembryo unter sterilen Bedingungen entnommen und das Gehirn freiprapariert. Die vorderen Hirnblas- 
chen werden abgetrennt, von den anliegenden Meningen befreit und in HEPES-gepuffertem DMEM aufgefangen. Das 
so gewonnene Gewebe wird uber 15 Minuten einem Trypsinverdau unterzogen und nach dreimaligem Waschen mit 
DMEM mehrfach durch eine Kanule aufgezogen. Nach fiinfminutiger Zentrifugation des Homogenats bei 550g wird 
der Oberstand dekantiert, das Pellet in Kultivationsmedium (DMEM +5% Fetales Kalberserum + 5% Huhnerserum) 
40 aufgenommen und erneut durch eine Kanule aufgezogen. Im AnschluB an eine Zellzahlbestimmung mittels Neubauer- 
Zahlkammer wird die Zelldichte der Suspension auf 1 .5 Mio. Zellen/ml eingestellt und diese in die KultivationsgefaBe 
ausplattiert, so dass sich eine Zelldichte von 375.000 Zellen/cm z ergibt. Zur Verbesserung der Zellanheftung wurden 
die KultivationsgefaBe zuvor uber 24 Stunden mit einer Poly-L-Ldsung (0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in 0,1 M Borat/NaOH-Puf- 
fer, sterilfiltriert, pH 8,4) beschichtet. Am 2. Kultivationstag erfolgt ein 50%iger Mediumwechsel, am 5. Kultivationstag 
45 ein 1 00%iger Medienwechsel unter gleichzeitiger Zugabe der zu untersuchenden Testsubstanz. Die Inkubationszeiten 
konnen bis zu 48 Stunden betragen. 

3.8 Gewinnung von Liquor 

50 [01 13] Drei bis 1 0 ml lumbaler Liquor wurde mittels lumbaler Liquorpunktion gewonnen und in Polypropylen Proben- 
gefaBen aufgefangen. Nach Zentrifugation (1000g, 10 min, 4° C) wurden die Proben innerhalb von 24 Stunden in 
Aliquots von 150 ut bis zur Bestimmung bei -80°C in PolypropylengefaBen (Eppendorf, 1 .5 ml) gelagert. Die Proben 
diirfen nicht mehrfach eingefroren und aufgetaut werden. 

-55 3:9 Patienten •- -— 


[01 14] Insgesamt wurde der lumbale Liquor bei 1 30 Patienten untersucht. Bei funf dieser Patienten wurden Ap-Pep- 
tide zusatzlich im Blutplasma gemessen. Die Patienten verteilten sich auf die beiden diagnostischen Obergrruppen 


EP 1 270 592 A1 


Neuropsychiatriscche Erkrankungen ausschlieBlich Alzheimer-Demenz ("neuropsychiatric disesase controls", NDC) 
und Patienten mit klinisch wahrscheinlicher(sporadischer) Alzheimer-Demenz (AD). Methodisch bedingt wurden meh- 
rere NDC- und AD-Gruppen mit jeweils unterschiedlichen Patienten untersucht, wobei zusammengehorige Patienten- 
kollektive durch eine fortlaufende arabische Nummerierung gekennzeichnet sind (z.B. NDC-1, AD-1). Die Kollektive 

5 NDC-1 und NDC-2 enthalten auch Patienten mit dementiellen Erkrankungen anderer Genese als AD. Das Kollektiv 
NDC-3 enthalt nur Patienten mit nicht-dementiellen neuropsychiatrischen Erkrankungen. Dieses Kollektiv wurde dif- 
ferenziert in Patienten mit chronisch entzundlichen Erkrankungen des ZNS ("chronic inflammatory CNS disease", CID- 
3) und den verbleibenden Patienten mit anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen ("other neruopsychiatric disea- 
ses", OND-3). Innerhalb der OND-3 und der AD-3 Gruppe wurde weiter in Abhangigkeit des ApoE e4-Genotypus dif- 

10 ferenziert. Fig. 1 gibt einen Uberblick uber die Patienten gruppen und ihre hierarchische Zuordnung. Tabelle 10a-d 
nennt die Patienten, die sich gleichzeitig in mehreren Patientengruppen befinden. 

[0115] Die klinische Diagnostik erfolgte gemaB ICD-10. Die Diagnose einer Alzheimer Demenz wurde gemaB den 
international uberwiegend verwendeten Kriterien der "Work Group of the National Institute of Neurological and Com- 
municative Disorders and Stroke (NINCDS)" und der Richtlinien des "Alzheimer's Disease and Related Disorders As- 
15 sociation (ARDA)" vorgenommen (McKhann et al., 1984). Die Proben wurden ausschlieBlich innerhalb der klinischen 
Routinediagnostik gewonnen. Fur die hier vorgestellten Messungen wurde kein zusatzliches Liquorvolumen gewon- 
nen. Entsprechend konnte die retrospektive Untersuchung nur erfolgen, wenn nach abgeschlossener Routinediagno- 
stik noch aliquotierter Liquor zur Verfugung stand. 

20 3.9.1 NDC-1 und AD-1 

[0116] Ap-Pepitde wurden im lumbalen Liquor bei 65 Patienten mittels AB-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 und densito- 
metrischer Filmauswertung quantifiziert. Die Probenaufnahme der zuvor nach Liquorpunktion und Zentrifugation nativ 
eingefrorenen Proben folgte gemafi 3.2.2a. Die Diagnosen und MeBwerte der Patienten sind in Tabelle 12 dargestellt 
25 und in Tabelle 13 zusammengefaBt. Patienten die gleichzeitig in anderen Kollektiven vertreten sind finden sich in 
Tabelle 10a und 10c. 

• NDC-1 : n = 30, Alter = 59.2 ± 12.6 (MW ± SD), Geschlecht: 19/11 (weiblich/mannlich). 

• AD-1: n = 35, Alter = 69.7 ± 8.8 (MW ± SD), Geschlecht: 18/17 (weiblich/mannlich). Zehn der AD-1 und 20 der 
so NDC-1 Patienten wurden vergleichend mittels Immunoprazipitation (mAb 6E10, IP ohne Detergentien ) und 

Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-1 untersucht (vergl. Tabelle 12 und 13). Alle Patienten des Kollektivs AD-1 wurden 
vergleichend mit einem kommerziellem ELISAAB, ^ 2 untersucht (vergl. Tabelle 13). 

3.9.2 NDC-2 KP 

35 

[0117] Bei zehn Patienten wurde die Konzentration von AB^q und AB M2 im lumbalen Liquor in Abhangigkeit der 
Probenvorbehandlung mittels AP-SDS-PAGE/ lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung untersucht. Dabei 
wurde das AusmaB der kalteprazipitationsbedingten Erniedrigung (KP) von Ap-Peptiden untersucht. Die Proben der 
Patienten wurden nach Liquorpunktion und Zentrifugation aliquotiert. Ein Aliquot wurde vor dem Einfrieren mit SDS-/ 
40 Hitzedenaturierung gemaB 3.2.2a vorbehandelt, im folgenden AB.,. 40 SDS oder Ap^SDS genannt. Das andere Ali- 
quot wurde ohne Vorbehandlung bei -80° C eingefroren, im folgenden Ap^nativ oder AP-, ^ 2 nativ genannt. Die Dia- 
gnosen und MeBwerte der Patienten sind in Tabelle 16a und 16b zusammengefaBt. Patienten die gleichzeitig in an- 
deren Kollektiven vertreten sind finden sich in Tabelle 10a. 

45 . NDC-2 KP : n = 10, Alter = 45.8 ± 13.4 (MW ± SD), Geschlecht: 6/4 (weiblich/mannlich) 

3.9.3 NDC-3 und AD-3 mit Untergruppen 

[0118] Bei 49 Patienten des Kollektivs NDC-3 und 12 Patienten des Kollektivs AD-3 wurde die Konzentration der 
50 Ap-Peptide im lumbalen Liquor mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und CCD-Kamera untersucht. Die Probenaufnah- 
me der nach Liquorpunktion und Zentrifugation nativ eingefrorenen Proben folgte gemaB 3.2.2a. Die Diagnosen und 
MeBwerte der Patienten sind in Tabelle 1 9 dargestellt und in Tabelle 20 zusammengefaBt. Patienten die gleichzeitig 
in anderen Kollektiven vertreten sind finden sich in Tabelle 10b, c und d. 

-55 = — NDe-3:-n-=-47rAlter-=-45r2 ±-15:8-(MV/-±-SD) r Gesch!echtH9/28-C.veiblich/mann!ich); - - 

• AD-3: n = 1 2, Alter = 73.0 ±7.9 (MW ± SD), Geschlecht: 9/3 (weiblich/mannlich). 

[0119] Innerhalb des Kollektivs NDC-3 wurden in Abhangigkeit von Art der Probe und Probenvorbehandlung weitere 
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Untergruppen gebildet: Gepaarte Liquor- und EDTA Plasmaproben wurden bei fiinf der NDC-3 Patienen gewonnen. 
Diese Proben wurden mittels Immunoprazipitation (RIPA-IP, 1E8) untersucht und werden nachfolgend IP-CSF-3 und 
IP-Plasma-3 genannt. Vergleichend wurden die Konzentrationen der ohne vorherige Immunoprazipitation gemessenen 
Ap-Peptide fur die letztgenannten fiinf Patienten als das Kollektiv SDS-CSF-3 zusammengefaBt (vergl. Tabelle 20). 
s Bei 27 der NDC-3 Patienten wurde die Konzentration von AP lJt2 im Liquor vergleichend mit einem kommerziellem 
ELISA (Hulstaert et al., 1999) bestimmt. Innerhalb des Kollektivs NDC-3 wurde zwischen Patienten mit chronisch 
entzundlichen ZNS-Erkrankungen ("chronic inflammatory CNS disease', CID) und Patienten mit anderen neuropsych- 
iatrischen Erkrankungen ("other neuropsychiatric disease", OND) differenziert. 

w . OND-3: n=37, Alter = 45.3 ± 16.4 (MW ± SD), Geschlecht: 15/22 (weiblich/mannlich). 

• CID-3: n=10, Alter = 44.9 ± 14.2 (MW ± SD), Geschlecht: 4/6 (weiblich/mannlich). 

[0120] Das CID-3 Kollektiv setzte sich aus fiinf Patienten mit Multipler Sklerose und fiinf Patienten mit unklarer 
Atiologie des chronisch entzundlichen ZNS-Prozesses zusammen. 

'5 [01 21 ] Das Kollektiv OND-3 wird in Abhangigkeit des ApoE e4 Genotypus weiter in die Gruppen OND-3e4P |us (n=6) 
und OND-3e4 minus (n=30) differenziert. Patienten der Gruppe OND-3e4P |us haben ein Oder zwei Allele e4, Patienten 
der Gruppe OND-3e4 minus fehlt dieses Allel. Da 11/12 AD-3 Patienten ein Oder zwei ApoE e4 Allele tragen, kann der 
EinfluB des e4 Allels auf das Liquormuster der Ap-Peptide nicht eliminiert werden, aber e4 unabhangige und daher 
mehr AD-spezifische Effekte wurden durch den Vergleich der Patientengruppen AD-3e4p |us (n=11) und OND-3e4P |us 

20 (n=6) ermittelt. 

[0122] Die Werte zu den MMSE Testergebnissen der Patienten, Haufigkeiten der ApoE e4 Allele, sowie absolute 
and relative Ap-Peptid Liquorkonzentrationen sind fiir die Gruppen NCD-3, AD-3, IP-plasma-3, IP-CSF-3, and 
SDS-CSF-3 in Tabelle 20 zusammengefaBt. 

25 3.9.4 NDC-3 KP und AD-3 KP 

[0123] Bei 15 Patienten der Gruppe NDC-3 und 9 Patienten der Gruppe AD-3 wurde die kalteprazipitationsbedingte 
Erniedrigung (KP) von Ap 1-42 im lumbalen Liquor vergleichend mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und CCD-Kamera 
untersucht. Die Kollektive werden im folgenden NDC-3 KP und AD-3 KP genannt. NDC-3 KP ist vollstandig Teilkollektiv 
30 von NDC-3. AD-3 KP (n=1 1 ) enthalt neben neun Patienten von Kollektiv AD-3 zusatzlich zwei weitere Patienten (NP69, 
NP197). Die Probenvorbereitung fur die Bestimmung von Ap,.4 2 nativ und AP 1 ^ 2 SDS erfolgte wie fiir das Kollektiv 
NDC-2 KP beschrieben. 

[0124] Die Diagnosen und MeBwerte der Patienten sind in Tabelle 21 zusammengefaBt. Patienten die gleichzeitig 
in anderen Kollektiven vertreten sind finden sich in Tabelle 10b, c und d. 

35 

• NDC-3 KP : n=15, Alter = 44.6 ± 15.0 (MW±SD), Geschlecht: 5/10 (weiblich/mannlich). 

• AD-3 KP : n = 1 1 , Alter = 70.9 ± 9.0 (MW±SD), Geschlecht: 9/2 (weiblich/mannlich). 

3.10Statistik 

40 

[0125] Die Testung auf signifikante Differenzen zwischen unabhangigen Stichproben erfolgte iiber den Mann-Whit- 
ney U-Test und fur abhangige (gepaarte) Stichproben uberden Wilcoxon-Test. Die nicht-parametrische Regressions- 
analyse erfolgte nach Spearman (Korrelationskoeffizient rho Oder R). Als Statistiksoftware wurde Statistika (Version 
5.0) eingesetzt. Die iterative Berechnung von diagnostischer Spezifitat und Sensitivitat fiir die Diagnosestellung AD in 
45 Abhangigkeit unterschiedlicher Ap-Peptidgrenzwerte wurde uber eine "receiver operating characteristic (ROC) curve" 
vorgenommen (Metz, 1978). Das zweiseitige Signifikanzniveau wurde auf p<0.05 festgelegt. 

4 Ergebnisse 

so 4.1 Auftrennung und Nachweis von sAPPa und Ap-Peptiden 
4.1.1 AP-SDS-PAGE 

[0126] Mittels Ap-SDS-PAGE lassen sich folgende synthetische AP-Peptide durch harnstoffinduzierte Konformati- 
55 ,onsanderung_von>athodisch-(oben).nach anodisch-(unten) trennen: 

1-33/1-34 
1-35 
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1-37 
1-38 
1-39 

1-42/2-40/3-40 
5 2-42/3-42 

3p-42*/3p-40* 

* p = Pyroglutamatderivate; 

[0127] Ap-Peptide mit fehlender Oder nur partieller Trennung stehen in einer Zeile. Der Nachweis erfolgte mittels 

'0 Silberfarbung der Trenngele. 

[0128] Mittels AP-IPG-2D-PAGE konnen die Ap-Peptide 2-40 / 3-40 von 1 -42 getrennt werden, da das Fehlen von 
Aspartat den isoelektrischen Punkt um eine pH-Einheit von 5.37 nach 6.37 verschiebt (vergl. Fig. 2a&c und Fig. 24a). 
[0129] Der gleiche pH-Sprung zeigt sich fur die Ap-Peptide 2-42 / 3-42 in Bezug auf 1-42. Zwischen 2-40/2-42 und 
3-40/3-42 kann uber die N-terminal selektiven mAbs 1 E8 und 6E1 0 differenziert werden (vergl. 3.1 .2). Bemerkenswert 

'5 ist, dass N- und C-terminale Veranderungen der Ap-Peptide, die zu einem erhohtem Aggregationsverhalten fuhren (N- 
terminal: Fehlen von Aspartat und Pyroglutamatbildung; C-terminal: Verlangerung um hydrophobe Aminosauren) auch 
zu einer erhdhten elektrophoretischen Mobilitat im harnstoffhaltigen Trenngelsystem fuhren. Damit besteht eine Ana- 
logie zwischen den Struktur-Aktivitatsfunktionen in vitro und in vivo. 

[0130] Vergleichweise geringfugige Veranderungen der Trenngelmatrix (Polyacrylamid PorengroBe, Molaritat des 

20 Harnstoffs, pH-Wert, Temperatur und lonenstarke) und der kathodischen SDS-Konzentration verandern signifikant das 
absolute und relative Laufverhalten der Ap-Peptide. Veranderungen der Gesamtkonzentration an Acrylamidmonomer 
(T%) Oder des Anteils an Bisacrylamid an der Gesamtkonzentration (%C) um nur 1-2% bei sonst konstanten Bedin- 
gungen sind dafiir ausreichend. Gleichfalls fuhrt die selektive Reduktion der Harnstoffkonzentration von 8 auf 7 Mol/ 
L oder die Reduktion der kathodischen SDS-Konzentration von 0.25% (w/v) auf 0.1 % zu einer veranderten Auftrennung. 

25 [0131] Mittels Ap-SDS-PAGE wird im oberen (kathodischen) Kompartment im harnstoffhaltigem Trenngel sAPPa 
aufgetrennt, dass mittels Western-lmmunoblot-1/2 (mAb 1 E8) nachgewiesen werden kann (vergl. Fig. 3). Bedingtdurch 
die Molmasse von > 100000 werden sAPPa Isoformen im Vergleich zu den Ap-Peptiden weniger effektiv und mit 
wesentlich hoherer Varianz aus den kleinporigen harnstoffhaltigen Trenngelen auf die Nachweismembran geblottet 
(Intraassay-Variationskoeffizient im Liquor > 20%). 

30 [0132] Blotteffizienz und Auftrennung der sAPPa Isoformen konnen aber wesentlich verbessert werden, wenn das 
harnstoffhaltige Trenngelsytem mit einem kathodischen nichtharnstoffhaltigem Trenngelkompartment hoherer Poren- 
groBe aber sonst gleicher Pufferszusammensetzung kombiniert wird (1 0 T%, 5 C%, kein Harnstoff). Bei unveranderter 
Trenngellange des harnstoffhaltigen Kompartiments wird die Qualitat der Ap-Peptidauftrennung nicht beeintrachtigt, 
da die Ap-Peptide das groBporige Kompartiment noch konzentriert innerhalb der "moving boundary" durchlaufen. 

35 [0133] Die Quantifizierung von sAPPa mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und CCDKamera erscheint fur die neu- 
rochemische Demenzdiagnostik vielversprechend, da sAPPa bei AD im Liquor erniedrigt gefunden wurde und den 
a-Sekretase Schnitt abbildet. Damit erlaubt der Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot die Berechnung von sAPPo/Ap-Peptid 
Quotienten, die ein MaB fur das Verhaltnis von a-Sekretase zu p-/y-Sekretaseaktivitat darstellen. 

40 4.1.2 Western-lmmunoblot-1/2 

[0134] Der mAb 1E8 zeigt im Western-lmmunoblot-1/2 eine erstaunlich hohe N-terminale Spezifitat, da im unteren 
pg-Bereich (<200 pg) nur Ap-Petide nachweisbar sind, die N-terminal maximal um eine Aminosaure (Aspartat) verkurzt 
sind. Entsprechend werden die Ap-Peptide 3-40, 3p-40, 3-42 und 3p-42 mittels des mAb 1 E8 nicht nachgewiesen. 

45 Hier gelingt der Nachweis mittels des N-terminal spezifischen mAb 6E10, der kommerziell erhaltlich ist, aber in Ab- 
hangigkeit der Blotbedingungen etwa zehn- bis dreiBigfach weniger empfindlich detektiert. 
[0135] Die Nachweisempfindlichkeitdes Western-lmmunoblot-1 (Milchpulver-Block, mAb 1 E8) liegt bei 1pg (AP^q) 
bis 2 pg (Ap^) bei Filmexposition und bei 3 pg (AP 1jK) ) bis 6 pg (AP,. 42 ) bei Signalaufnahme mit der CCD-Kamera. 
Die Nachweisempfindlichkeit des Western-lmmunoblot-2 (Roti-Block, mAb 1E8) liegt bei 0.3 pg (AP 1J(0 ) bis 0.6 pg 

50 (Ap lJt2 ) bei Filmexposition und bei 1 pg (AB^g) bis 2 pg (Ap,^ 2 ) bei Signalaufnahme mit der CCD-Kamera. Durch 
Entwicklung des Western-lmmunoblot-2 konnte die im Vergleich zur Filmexposition etwa dreifach geringere Empfind- 
lichkeit der CCD-Kamera kompensiert werden. Die Nachweisempfindlichkeit des kommerziell erhaltlichen N-terminal 
selektiven mAb 6E10 liegt bei Western-lmmunoblot mit Milchpulver-Block bei 10 pg (AP,^ 0 ) bis 20 pg (Ap 1wj2 ) bei 
Filmexposition und bei 30 pg (Ap 1j(0 ) bis 60 pg (Ap 1jj2 ) bei Signalaufnahme mit der CCD-Kamera. Der mAb 6E10 

55 kann nicht mit. Botiblock_verwendetwerden. Damit. konnte die-Nachweisempfind!ichkeit gegenQber-dem mAb 6E-10-um 
bis zu 30-fach gesteigert werden. 

[0136] SDS-PAGE Trenngelsysteme mit 8 M Harnstoff konnen unabhangig von den verwendeten Geldimensionen 
mit maximal etwa 5 ul Liquor pro mm 2 Geloberflache beladen werden, wenn bei nahezu alien Patientenproben eine 
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optimale elektrophoretische Trennung realisiert werden soil. Dabei handelt es sich urn nativ eingefrorenen und an- 
schlieBend SDS-/Hitzedenaturierten Liquor Oder um Liquor, der vor dem Einfrieren SDS-/Hitzedenaturiert wurde. 5 ul 
pro mm 2 entsprechen bei dem verwendeten Minigelsystem einem Liquorvolumen von etwa 10 ul Damit ergibt sich 
Empfindlichkeit von 200 pg/ml fur den Nachweis von Ap^ 2 im humanen Liquor mittels AP-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 
5 und CCD-Kamera. Eine Nachweisempfindlichkeit von mindestens 200 pg/ml ist Voraussetzung fur die neurochemische 
Demenzdiagnostik der AD mittels Bestimmung der Ap-Peptide im Liquor und kann beispielsweise mit dem kommerziell 
erhaltlichen mAb 6E1 0 nicht realisiert werden. 

[0137] Bei Kombination von Immunoprazipitation (RIPA-Detergentien, mAb 1 E8) mit Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 
und CCD-Kamera steigt die Empfindlichkeit fur den Nachweis von Ap 1-42 auf < 10 pg/ml. Dies ist Voraussetzung fur 

10 die Quantifizierung von Ap-Peptiden im Plasma mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot. Die Intra- und Interassay-Variati- 
onskoeffizienten fur den Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-1 mit densitometrischer Filmauswertung finden sich in Tabelle 
1 1 . Die entsprechenden Variationskoeffizienten fur den Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 mit CCD-Kamera finden sich in 
Tabelle 18a und b. Fur die Quantifizierung von 20 pg Ap-Peptid wurden Intra- und Interassayvariationskoeffizienten 
von jeweils weniger als 10% ermittelt. 

is [01 38] Die Quantifizierung mittels CCD-Kamera bietet erhebliche Vorteile gegenuber der Filmexposition. Das Licht- 
signal kann hier uber 3.8 Zehnerpotenzen linear aufgenommen werden und zusatzlich kann die Zeitdauer der Signal- 
aufnahme uber einen weiten Bereich exakt gesteuert werden. Entsprechend konnen APP-Metabolite mit groBer Dif- 
ferenz ihrer Signalintensitat, wie z.B. sAPPa und Ap lJt2 , uber zwei Messzeiten (z.B. 10 s und 3 min) quantifiziert 
werden. 

20 

4.2 Patientenproben 

[0139] Bisher war bekannt, dass Ap^ und Ap^ 2 regelhaft und in hoherer Konzentration im humanem Liquor vor- 
kommen. Sowohl bei Direktauftrag nach SDS-/Hitzedenaturierung als auch nach vorheriger Immunoprazipitation unter 

25 Verwendung N-terminal selektiver Antikdrper kann dagegen mittels Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-1/2 regelhaft ein cha- 
rakteristisches Ap-Peptidquintett im humanen lumbalen Liquor nachgewiesen werden (Fig. 3). Oberhalb (kathoden- 
seitig) von Ap lJl0 kommen drei weitere Ap-Peptide zur Darstellung, die initial als Ap1-x a , Api -x b und Api -x c bezeichnet 
wurden und mittels AP-IPG-2D-PAGE/ Immunoblot mil Komigration synthetischer Ap-Peptide als Ap^gg/gg identifi- 
ziert werden konnten (Fig. 2). Die Ap-Peptide 1-37, 1-38 und 1-39 sind bei carboxyterminal selektiver Immunoprazi- 

30 pitation gegen 1-40 und 1 -42 im Liquor mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot nicht nachweisbar. Neben den Ap-Peptiden 

1 -33, 1 -34 und 1 -35 konnten die Ap-Peptide 1 -37/38/39 im humanem Liquor mittels MALDI-TOF nachgewiesen werden. 
Die Ap-Peptide 1-33/1-34 und 1-35 sind im Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot oberhalb (kathodenseitig) von 1-37 bei den 
Patienten im Liquor in der Regel nur an der Nachweisgrenze detektierbar Oder nicht nachweisbar. Die Ap-Peptide 1 -37, 
1-38, 1-39, 1-40 und 1-42 sind hochgradig und signifikant korreliert, wie aus Fig. 10 entnommen werden kann. Dies 

35 spricht fur eine enge enzymatische Regulation ihrer Entstehung. Die synthetischen Ap-Peptide 1-37, 1-38 und 1-39 
standen bei Untersuchung der ersten Patientenkollektive (NCD-1, AD-1, NDC-2 KP ) noch nicht zur Verfugung. Daher 
wurde hier das Verhaltnis Ap^ 2 zu Ap^gg iiber den Quotienten der densitometrisch ermittelten Flacheneinheiten der 
jeweiligen Banden einer Gelspur ermittelt. Zum Vergleich wurde auch der Quotient Ap^^Ap,.^ uber die Flachenein- 
heiten ausgedruckt. Da AP-^gg, AP,.^ und Ap, A2 bei gleicher Konzentration und gleichen Bedingungen im Western- 

40 Immunoblot eine unterschiedliche Intensitat des ECL-Signals zeigen, konnen die Quotienten der Flacheneinheiten 
nicht mit den entsprechenden Quotienten der uber die Eichgrade ermittelten Ap-Peptidkonzentrationen gleichgesetzt 
werden. 

[0140] Bei einem Teil der Patienten mit AD wird unterhalb (anodisch) von AP, A2 mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot- 

2 und CCD-Kamera eine zusatzliche Bande mit dem Retentionsfaktor (Rf) von Ap 2J , 2 nachweisbar (Fig. 23a). Diese 
45 Bande konnte im Liquor bei AD nach vorheriger Immunoprazipitation (RIPA-IP, mAb 1 E8) mittels AP-IPG-2D-PAGE/ 

lmmunoblot-2 und CCD-Kamera als Ap 2-42 identifiziert werden (Fig. 24 b). Bei nicht-dementen Kontrollpatienten konnte 
A02-42 bisher nicht nachwiesen werden. Ap 2 ^ 2 ist auch mit typischer hirnregionaler Verteilung bei Patienten mit spo- 
radischer AD intrazerebral massiv erhoht (vergl. 4.2.5). Fur die Bestimmung von Ap-Peptiden im Liquor bei den unter 
3.9 genannten Patientenkollektiven stand noch kein synthetisches Ap 2w , 2 zur Verfugung. Entsprechend liegen fur diese 
so Patienten keine quantitativen Daten zu Ap 2 ^ 2 vor. Zwischenzeitlich wurde aber ein weiteres Patientenkollektiv Pati- 
enten gemessen, das unter 3.9 noch nicht aufgefuhrt ist. Bei einigen der Patienten mit AD-4, bei einigen Patienten mit 
anderen dementiellen Erkrankungen als AD (nAD-4) und bei einigen Patienten mit nicht-dementiellen Erkrankungen 
(NDC-4) war Ap 2 _4 2 nachweisbar. Zusatzlich war der Quotient AfJ^^Ap, ^ 0 bei den Ap 2 . 42 positiven Patienten im 
Vergleich zu den ubrigen Patienten signifikant erniedrigt. 

55- 

4.2.1 NDC-1 und AD-1 

[0141] Tabelle 12 gibt die klinischen Daten und individuellen MeBwerte der Patienten und Tabelle 13 faBt die stati- 
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stischen Kennwerte der Patientenkollektive AD-1 und NDC-1 zusammen. Die Analyse der Liquorproben erfolgte mittels 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung. 

[0142] Die signifikante Erniedrigung von Ap1-42 in humanem lumbalen Liquor bei Patienten mit AD-1 im Vergleich 
zu NDC-1 geht aus Fig. 4 hervor. Ap,^ 0 ist bei AD-1 gleichfalls signifikant erniedrigt, aber nicht in dem AusmaB wie 

s dies fur A0! AZ deutlich wird (vergl. Tabelle 1 4). Entsprechend ist auch der Quotient Ap, .42^1-40 hochsignifikant er- 
niedrigt (Fig. 5, Tabelle 14). Bisher nicht beschrieben wurde die gleichfalls hochsignifikante Erniedrigung des Quoti- 
enten Ap 1j)2 / Ap^ (Fig. 6, Tabelle 14). Die Grenzwerte fur den Gruppenvergleich AD-3 versus NDC-3 wurden fiir 
Ap, _4 Z und die beiden letztgenannten Ap-Peptidquotieten Ober die jeweiligen "receiver operating characteristics (ROC)" 
ermittelt (Tabelle 15). Die Differenzierung der Patientenkollektive AD-1 versus NDC-1 bei einem Grenzwert von 802.5 

10 pg/ml AP,^ 2 war mit einer Spezifitat von 74% und einer Sensitivitat von 87% durchfuhrbar. Der Quotient Ap^AP, .40 
hat eine diagnostische Spezifitat von 71% und eine Sensitivitat von 93% fiir die Differenzierung der Kollektive AD-1 
versus NDC-1 . Die entsprechende Spezifitat und Sensitivitat fiir den Quotienten Ap^^APi-ss betragt 84% und 0.86%. 
[0143] Vergleichend wurde Ap^ nach Immunoprazipitation (IP ohne Detergenz, mAb 6E10) und Ap-SDS-PAGE/ 
lmmunoblot-1 mit densitometrischer Filmauswertung untersucht. Wie aus Fig. 7 und Tabelle 1 4 hervorgeht, differenziert 

15 A Pi-42 nacn vorheriger IP weniger gut die Patientenkollektive AD-1 und NDC-1. Die nach Immunoprazipitation und 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 mit densitometrischer Filmauswertung ermittelte Konzentration von Ap., AZ im Liquor bei 
einem Teilkollektiv der Patienten mit AD-1 stimmt gut mit der Konzentration iiberein, die mittels des kommerziellen 
ELISAAP^j, (Hulstaert et al., 1999) bei AD-1 ermittelt wurde (Tabelle 13). Gleichzeitig stimmt der ELISA Mittelwert 
bei AD-1 (412 pg/ml) gut mit dem ELISA Medianwerten bei AD (428 und 487 pg/ml) iiberein, die in einer internationalen 

20 Multizenterstudie ermittelt wurden (Hulstaert et al., 1999). 

[0144] Der Vergleich der Konzentrationen von Ap^ im Liquor in Abhangigkeit der MeBmethodik (SDS-/Hitzeden- 
aturierung mit Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 versus Immunoprazipitation mit Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 Oder 
ELISA A pi.4 2 ) macht deutlich, dass mittels SDS-/Hitzedenaturierung wesentlich mehr Ap, A2 aus dem Liquor extrahiert 
werden kann als Ober die Antikorper-abhangigen Verfahren (Immunoprazipitation und ELISA). Im Vergleich zur Im- 

25 munoprazipitation (IP ohne Detergenz, mAb 6E10) werden nach SDS-/Hitzedenaturierung im Mittel 2.3-fach und im 
Vergleich zum ELISA (ohne Detergenz) 1.8-fach hohere Konzentrationen von Ap,^ im Liquor bei AD gemessen. 
Weiter unten wird gezeigt, dass diese Differenz zwischen ELISA und Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot bei NDC-Patienten 
noch hoher ausfallt (vergl. NDC-3). 

30 4.2.2 NDC-3 und AD-3 

[0145] Tabelle 1 9 gibt die klinischen Daten und individuellen MeBwerte der Patienten und Tabelle 20 faBt die stath 
stischen Kennwerte der Patientenkollektive AD-1 und NDC-1 zusammen. Die Analyse der Liquorproben erfolgte mittels 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und CCD-Kamera. 

35 

4.2.2. 1 Abhangigkeit der A$-Peptid Konzentration im Liquor von der Art der Probenvorbereitung 

[0146] Bei fiinf Patienten des NDC-3 Kollektivs wurden Aliquots von Liquor vergleichend mit vorheriger Immunopra- 
zipitation (RIPA-IP, mAb 1 E8) bzw. mit direkter Probenaufnahme (SDS-/Hitzedenaturierung) untersucht (vergl. Tabelle 

40 20). Nach SDS-/Hitzedenaturierung ergeben sich etwas hohere Ap-Peptid Konzentrationen. Dieser Effekt ist betont 
fur Ap^gg und Ap,^, erreicht aber nicht das Signifikanzniveau. Entsprechend werden mit beiden Methoden der Pro- 
benvorbehandlung vergleichbare Ap-Peptidspiegel im Liquor gemessen, wenn die Immunoprazipitation mit Detergen- 
tien durchgefiihrt wird. Im Gegensatzdazu wird bei 27 der NDC-3 Patienten mil dem kommerziellen ELISAAp^ (ohne 
Detergenz) im Vergleich zu SDS-/Hitzedenaturierung und Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-2 mil CCD-Kamera ein ca. 

45 3-fach tieferer Spiegel fur Ap,^ 2 gemessen. 

[0147] Weiter oben wurde fur Patienten des AD-1 Kollektivs nachgewiesen (vergl. 4.2.1), dass mit Immunoprazipi- 
tation (mAb 6E10) und Ap-SDS-PAGE/ lmmunoblot-1 deutlich tiefere und mit dem ELISAAP 1JJ2 vergleichbare Kon- 
zentrationen gemessen werden, wenn die Immunoprazipitation ohne Detergenz durchgefiihrt wird. 
[0148] Damit ergibt sich der Hinweis, dass Ap,^ im humanen Liquor in einer Fraktion vorliegt, die monoklonalen 

so Antikorpern ohne vorherige Behandlung mit Detergentien nur zum Teil zuganglich ist. 

[01 49] Die eingesetzten Detergentien konnen Peptide aus nicht-kovalenten Protein-Peptidbindungen - beispielswei- 
se bedingt durch hydrophobe Wechselwirkung - freisetzen. Entsprechend sind die hoheren Liquorspiegel von Ap^ 
nach Einsatz von Detergentien (SDS-Hitzedenaturierung, RIPA-IP) im Vergleich zu Verfahren ohne Einsatz von De- 
tergentien (IP ohne Detergenz, ELISAAp^) wahrscheinlich durch hochaffine Bindung und Epitopmaskierung von 

55- -Ap^j an andere-Proteine oder-Ap-Peptidaggregate bedingtrBei-Vervvendung von Detergentien ist erwartungsgemaB-- 
der Einsatz des ionischen Detergenz SDS bei hoherer Konzentrationen (0.5% w/v) und Temperatur (95°C) noch ef- 
fektiver als der RIPA-Detergentienmix. 

[0150] Weiter unten wird nachgewiesen, dass Ap^jim Vergleich zuAp^^besonderskalteprazipitationsempfindlich 
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ist und krankheitsspezifisch ein unterchiedliches Kalteprazipitationsverhalten bei Patienten mit AD und NDC zeigt (ver- 
gl. 4.2.4). 

Synthetisches Ap 1-42 mit vergleichbarer Konzentration in Wasser gelost zeigt dagegen eine deutlich geringere Kalte- 
prazipitation. Damit wird wahrscheinlich, dass die kalteprazipitationsbedingte Reduktion von Ap 1-t2 im humanen Liquor 
uberwiegend auf den Aggregat-gebundenen Anteil des Peplids entfallt. Im Fall vergleichsweise hydrophober Aggregate 
- beispielweise Lipoprotein-haltiger Komplexe - ware ein Verlust durch Kalteprazipitation nicht uberraschend. In diesem 
Zusammenhang wird weiter unten gezeigt (4.2.4), dass e4-positive Patienten des NDC-3KP Kollektivs eine besonders 
hohe Rate von KP-bedingter Erniedrigung von Ap 1wl2 zeigen und annahernd gleich tiefe Liquorspiegel wie e4-positive 
AD-3KP Patienten haben. Annahernd gleich tiefe Ap 1-42 Liquorspiegel werden weiter unten auch fur Patienten der 
Gruppen OND-3e4plus und AD-3e4plus nachgewiesen. 

4.2.2.2 A$-Peptide im Plasma 

[0151] Mittels Immunoprazipitation und Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot mit CCD-Kamera konnte das Ap-Peptidquintett 
auch im Plasma nachwiesen werden. Im Vergleich zum Liquor sind die Konzentrationen im Plasma 30 bis 60-fach 
geringer und beide Kompartimente zeigen jeweils spezifische Muster der prozentualen Ap-Peptidanteile. Besonders 
das Verhaltnis Ap, ^Ap,^ ist ZNS-spezifisch unterschiedlich: Liquor 0.80 (0.79-0.92), Plasma 1 .70 (1 .69-1 .75); Me- 
dian (Quartil). 

4.2.2.3 Krankheitsspezifische A$-Peptidmuster im Liquor undEinfluB des ApoE Genotyp 

[0152] Fig. 8 zeigt in Abschnitt A die Konzentrationen der Ap-Peptide 1-37/38/39/40/42 im humanen Liquor der Pa- 
tientengruppen OND-3, CID-3 und AD-3. In Abschnitt B ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Ap-Peptidspecies an 
der Summe aller Ap-Peptide dargestellt. Die logarithmische Darstellung wurde gewahlt, urn die deutlich unterschied- 
lichen Liquorspiegel vergleichend darstellen zu konnen. Bei den Liquorkonzentrationen der Ap-Peptide fallt auf, dass 
das zweithaufigste Ap-Peptid im humanen Liquor nach Ap 1-K) nicht Ap lJt2 ist, sondern Ap^. Weiter ist bei AD-3 
AP1.42 erniedrigt. Die Ap-Peptidgesamtkonzentration der untersuchten Gruppen ist weitgehend identisch. Wesentlich 
deutlichere Unterschiede zwischen den Kollektiven werden dagegen bei Betrachtung der prozentualen Ap-Peptidan- 
teile deutlich: 

• CID-3 und AD-3 zeigen erhohte Anteile von P$\. 3S % und ^. 3 g% im Vergleich zu OND-3 

• Ap.,.40% ist hochsignifikant bei AD-3 erhSht 

• Ap,^ 2 % ist hochsignifikant bei AD-3 erniedrigt und differenziert die Patienten mit AD deutlich besser als die zu- 
gehorige Ap-Peptidkonzentration 

[0153] Aus der Literatur ist bekannt, dass bei familiaren AD-Formen mit APP-Punktmutationen in Nahe der p-Sekre- 
taseschnittstelle vermehrt AP 1jJ0 und Ap^ uberexpremiert werden, dagegen bei Mutationen in Nahe der y-Sekreta- 
seschnittstelle vermehrt Ap,^ 2 anfallt und das Verhaltnis Ap,.^ zu Ap, A0 deutlich ansteigt. Es kann daher angenom- 
men werden, dass bei Betrachtung der prozentualen Anteile der Ap-Peptide vermehrt kranhkeitsspezifische Verande- 
rungen der y-Sekretaseaktivitat abgebildet werden. 

[0154] In Fig. 9 A und B werden wie unter Fig. 8 beschrieben die Untergruppen OND-3e4minus, OND-3e4plus und 
AD-3e4plus verglichen. Damit kann zwischen e4- und AD-abhangigen Effekten auf das Ap-Peptid Muster im Liquor 
unterschieden werden. Bei OND-3e4plus im Vergleich zu OND-3e4minus sind tendentiell alle Ap-Peptide im Liquor 
erniedrigt und entsprechend auch die Ap-Peptidgesamtkonzentration (Abb 9A). Innerhalb des AP-Peptidquintetts ist 
die Erniedrigung von Ap 1j>2 besonders deutlich. Bei AD-3E4plus ist dagegen selektiv AP 1J}2 erniedrigt, allerdings in 
dem gleichen AusmaB wie bei OND-3e4plus. Die Ap-Peptidgesamtmenge ist hier nicht erniedrigt (Fig. 9A). Damit 
konnen die e4-positiven NDC-3 Patienten nicht uber die alleinige Bestimmung von AP, ^ 2 im Liquor von den e4-positiven 
AD-3 Patienten getrennt werden. Dies ist jedoch uber die prozentualen Ap-Peptidanteile moglich (Fig. 9B). Bedingt 
durch die selektive Erniedrigung von Ap, AZ bei AD-3g4plus ist hier AP, AZ % besonders stark erniedrigt und das Kollektiv 
AD-3e4plus kann uber diesen Parameter ohne Oberschneidung von den Gruppen OND-3E4plus und OND-3e4minus 
getrennt werden. Gleichzeitig ist der prozentuale Anteil von AP, A0 bei AD-3e4plus besonders stark erhoht. 
[0155] Wie aus der Korrelationsmatrix in Fig. 10 hervorgeht ist das Ap-Peptidquintett im Liquor eng miteinander 
korreliert und die prozentualen Anteile der Ap-peptide and ihrer Gesamtkonzentration haben fur biologische Parameter 
erstaunlich geringe Variationskoeffizienten. Diese Befunde legen eine enge enzymatische Regulation der Konzentra- 
tioTTdeTfunf Ap-Peptide cJuTctTp- unaYSekretaTe'naherin diesem'Zusammenhang wird weiter unten nachgewiesen 
(4.5.2), dass neben Ap 1w(0 und Ap 1j|2 besonders stark ausgepragt die Entstehung der carboxyterminal verkurzten 
Ap-Peptide durch synthetische Inhibitoren der p- und y-Sekretase reduziert wird. 
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4.2.2.4 Krankheitsspezifische Muster der prozentualen A$-Peptidanteile: Einzelfalldarstellung der Patientenkollektive 

[0156] Aus Fig. 11-13 kann entnommen werden, dass uber Ap^X, Ap 1w(0 % und A^ A2 % Patienten mit AD-3 und 
CID-3 von OND-3 Patienten differenziert werden konnen. 
s [0157] Fig. 11 weist eine signifikante negative Korrelation zwischen Ap 1 ^ 8 % und Ap 1 _ 42 % fur AD " 3 Patienten nach. 
Der AD-3 Patient 143 wurde bei der Berechnung der Regressionsgerade nicht berucksichtigt und wird hier, wie auch 
nachfolgend (vergl. Fig. 12 & 13), als AusreiGer identifiziert. Klinisch zeigte dieser Patient ein Fruhstadium der AD 
(MMSE 27/30). 

Differentialdiagnostisch war in der Vorgeschichte eine depressive Pseudodemenz diskutiert worden. 

10 [0158] In Richtung der Pfeilspitze der Regressiongraden nimmt der Schweregrad der Demenz zu. Auf den Zusam- 
menhang zwischen den prozentualen Ap-Peptidanteilen und Schweregrad der Demenz wird weiter unten naher ein- 
gegangen (vergl. Fig. 14 & 15). Bei einer Grenzkonzentration von Ap 1-t2 % = 8.5 kann ohne Uberschneidung das AD- 
3 Kollektiv von den Gruppen CID-3 und OND-3 getrennt werden. Der spezilische Zusammenhang zwischen ApY 38 % 
und A^ A2 % bei AD legt aber nahe, dass Patienten mit AD noch besser uber eine Funktion ahnlich wie die Regressi- 

'5 onsgerade zwischen Ap 1 . 38 % und A0, A2 ° l ° differenziert werden konnen. Dies hat unmittelbare Relevanz fur die neu- 
rochemische AD-Diagnostik, denn uber die Regressionsgerade als Grenzlinie wiirde beispielweise ein Patient mit 
Al^.42% = 9.5 noch als AD erkannt, wenn gleichzeitig sein Wert fur AB 1 . 3B % 13.5 betragt, wie von der Regressions- 
gerade vorhergesagt (vergl. Fig. 11). Entsprechendes gilt fur den weiter unten gezeigten Zusammenhang zwischen 
den Quotienten Ab1-30/AP 1w j 0 und Ap 1 . 42 /Ap 1 . 38 (Fig. 16). Die Grenzkonzentrationen fur die Differenzierung des CID- 

20 3 Kollektivs lauten: A$ y _ 3B % = 1 5.5 und A^ A2 % = 9 - 6% - Auf diese Weise werden falschlich sechs Patienten als CID- 
3 klassifiziert. Diese Patieten sind durch ihre Codierung identifiziert. Bemerkenswert ist, dass bei genauer Analyse der 
klinischen Befunde bei einigen dieser Patienten (3/6) retrospektiv ein chronisch-entzundlicher ProzeB wahrscheinlich 
wird. 

[0159] Fig. 12 zeigt Ap M0 % in Abhangigkeit von Ap 1j}2 %- Eine AD-spezifische Korrelation zwischen diesen Para- 
25 metern ist zwar signifikant (ohne Patient 1 43) aber weniger eng. Der Schweregrad der Demenz steigt in Pfeilrichtung. 
[0160] Die Grenzwertkonzentrationen fur AD-3 sind: Ap 1-40 % = 63 und AP 1-42 % = 8.5. 
[0161] Fig. 1 3 zeigt Ap, ^% in Abhangigkeit von Ap 1<J8 %. 

[0162] Die Grenzwertlinien Af^Ki = 15.5 und A^^% = 60.0 beziehen sich auf das Kollektiv CID-3. Eine AD- 
spezifische Korrelation zwischen diesen Parametern ist signifikant (ohne Patient 143). Der Schweregrad der Demenz 
30 steigt in Pfeilrichtung. Die Grenzwertlinien Ap,. 39% = 16.0 und Ap lJM) % = 63 definieren AD-3 Patienten mit schwerer 
Demenz. 

Bemerkenswert ist hier, dass kein NDC-3 Patient oberhalb von Ap 1-40 % = 63 liegt und der Schnittpunkt dieser Grenz- 
wertlinie mit der Regressionsgeraden, gleichzeitig die Grenzwertlinie Ap^g^c = 16 vorhersagt. 
[0163] Aus Fig. 14 wird deutlich, dass AD-3 Patienten mit ^.33% < 16.0 Oder A^ A0 % > 63 uberwiegend eine 
35 schwere Demenzausgragung zeigen (MMSE < 10), andernfalls einen mittleren bis leichtgradigen Schweregrad der 
Demenz (MMSE > 10). Besonders ausgepragt ist dieser Zusammenhang bei Patienten, die gleichzeitig beide Grenz- 
werte unter- bzw. uberschreiten (Fig. 14; vergl. auch Fig. 13). 

[01 64] Die Korrelationsmatrix fur den Zusammenhang zwischen den prozentualen AP-Peptidanteilen und Schwere- 
grad der Demenz ist in Fig. 15 dargestellt. Signifikante Zusammenhange finden sich fur Ap V37 % und A$ yJm %. Auffallig 
40 ist, dass die Gruppe der carboxyterminal verkurzten Ap-Peptide im Gegensatz zu Ap,.4 0 % positive Korrelationskoef- 
fizienten fur den letztgenannten Zusammenhang zeigt. Zwischen den absoluten Konzentrationen der Ap-Peptide im 
Liquor und dem Schweregrad der Demenz wurde kein signifikanter Zusammenhang gefunden, d.h. auch hier werden 
krankheitsspezifische Zusammenhange erst bei Betrachtung der prozentualen Ap-Peptidanteile deutlich. 

45 4.2.2.5 Krankheitsspezifische Muster von AI3-Peptidquotienten: Einzelfalldarstellung der Patientenkollektive 

[0165] Die Ap-Peptidquotienten Ap^ag/Ap,.^, Ap lJt2 / A Pi-38 und APi^APi-w erlauben eine Differenzierung zwi- 
schen den Kollektiven AD-3, CID-3 und OND-3. Dies hat den Vorteil, dass jetzt nur drei Ap-Peptide quantifiziert werden 
mussen, urn die drei Patientenkollektive zu differenzieren, fuhrt aber zu einem gewissen Verlust an diagnostischer 

so Trennscharfe. Damit bietet sich an, fur die neurochemische Demenzdiagnostik und Identifizierung von Patienten mit 
chronisch entzundlichen ZNS-Erkrankungen ein ELISA-Triplett zu entwickeln (Ap^g, AP^g, Ap^ 2 ). Dieser Ansatz 
sollte mit einer detergentien-abhangigen Probenvorbereitung kombiniert werden (vergl. 4.2.4). 
[0166] Fig. 16 zeigt Ap^ag/Ap^o in Abhangigkeit von Ap 1j(2 /Ap,^8. Es besteht ein signifikanter und spezifischer 
Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern bei AD. In Richtung der Pfeilspitze der Regressionsgeraden 

55 nimmt die Schwelelter Demenzzu (vergTFig. 18). OberHie TGrenzwertiinie Ap 1 . 38 "/Ap^ 0 = -0:5'(A^ A2 1Apy. 3 i) + 0:52 
wird erneut Patient 1 43 als AusreiBer identifiziert. Die ubrigen AD-3 Patienten werden korrekt klassifiziert und kein 
NDC-3 Patient wird falschlich dem Kollektiv AD-3 zugeordnet. Die Grenzwertlinien AP,. ag/Ap,^ = 0.26 und AP 1J(2 / 
Ap^gg = 0.57 beziehen sich auf das CID-3 Kollektiv. 
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[0167] Fig. 17 zeigt AP 1 ^ 8 /Ap M0 in Abhangigkeit von Af^^AB,^. Es besteht ein signifikanter und spezifischer 
Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern bei AD. In Richtung der Pfeilspitze der Regressionsgeraden 
nimmt die Schwere der Demenz zu (vergl. Fig. 18). Uber die Grenzwertlinie AB W2 /Ap M2 = n - 14 werden alle AD-3 
Patienten korrekt klassifiziert und kein NDC-3 Patient falschlich der AD-3 Gruppe zugeordnet. Die Grenzwertlinien 
s Ap^gg/Ap,. 40 = 0.26 und Ap^AP^o = °- 1 6 beziehen sich auf das CID-3 Kollektiv. 

[01 68] Fig. 1 8 macht deutlich, dass AD-3 Patienten mit einem Quotieten von Ap, . 38 / Ap, von weniger als 0.26 im 
Mittel eine schwere AD zeigen ((MMSE s 10), sonst dagegen einen mittleren bis leichtgradigen Schweregrad der 
Demenz aufweisen (MMSE > 10). 

10 4.2.3 NDC-2 KP 

[0169] Die im Liquor erniedrigte Konzentration von Ap 1j , 2 bei Patienten mit AD wurde bisher in zuvor bereits einge- 
frorenen Proben gefunden. Es wurde daher zunachst an Patienten des Kollektivs NCD-2 KP untersucht, ob AP 1JJ2 im 
Liquor im Vergleich zu anderen Ap-Peptiden besonders empfindlich fur Kalteprazipitation ist. In diesem Zusammen- 

's hang wurde frisch gewonnener Liquor aliquotiert. Ein Aliquot wurde unbehandelt bei -80° C eingefroren. Mit dem an- 
deren Aliquot wurde der als Trockensubstanz in Eppendorf ProbengefaBen vorgelegte SDS-SB aufgenommen. Dieses 
Aliquot wurde nach SDS-/Hitzedenaturierung eingefroren. Mindestens 24 Stunden nach Lagerung bei -80° C erfolgte 
dann die vergleichende Analyse mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-1 und densitometrischer Filmauswertung. Es wur- 
den zehn neuropsychiatrische Kontrollpatienten ohne Alzheimer-Demenz untersucht. Bei neun dieser Patienten konn- 

20 ten Ap 1-t0 und Ap^ 2 bestimmt werden. Bei einem Patienten konnte lediglich Ap wo ausgewertet werden. 

[0170] Tabelle 16a macht deutlich, dass selektiv betont fur Ap^j mit hoher interindividueller Varianz kalteprazipita- 
tionsbedingt ein Anteil des Peptids verloren geht. Der prozentuale Anteil von Ap,^ 2 im nativ eingefrorenen Liquor, der 
verloren geht, wenn die Kalteprazipitation nicht durch Vorbehandlung mit SDS-/Hitzedenaturierung vermindert wird, 
wurde wie folgt berechnet: 

25 

%AAp M2 = ([Ap, J(2 nativ] eonc .- [Ap lJ|2 SDS] conc .)/[Ap 1 ^ 2 SDS] conc x 100. 

[0171] Ein Wert fur %AAp,. 42 von "-10° bedeutet beispielweise, dass Ap W2 durch Einfrieren von nativem Liquor 
30 kalteprazipitationsbedingt urn 10% im Vergleich zur "protektiven" Vorbehandlung mit SDS-/Hitzedenaturierung redu- 
ziert wurde. Da die Proben nicht vor dem Einfrieren gemessen werden konnten, kann nicht ausgeschlossen werden, 
dass in den Proben durch Kalteprazipitation ein zusatzlicher Anteil von Ap M2 verloren geht, der auch durch die Vor- 
behandlung mit SDS-/Hitzedenaturierung nicht verhindert werden kann. 

[0172] Tabelle 16b macht deutlich, dass Ap^j, nach Einfrieren von nalivem Liquor KP-bedingt im Mittel urn etwa 
35 30% reduziert wird (AAp42%: -29.9 ±10.9, MW ± SD; p=0.005). Die maximal beobachteten absoluten und prozentualen 
Abfalle fur Ap MZ betragen -798.3 pg bzw. -44.5%. Der leichte Abfall von Ap, 40 (AAp40%: -3.5 ± 6.3; MW ± SD; p=n. 
s.) ist dagegen nicht signifikant, entsprechend aberdas Verhaltnis AP^Ap,^ (AA042/4O%: -27.0 ± 10.2; MW± SD; 
p=0.008). 

40 4.2.4 NDC-3 KP und AD-3 KP 

[0173] AnschlieBdend wurde anhand der Patientenkollektive NDC-3 KP und AD-3 KP untersucht, ob sich im Liquor 
krankheitsspezifische Unterschiede in der Kalteprazipitation von Ap 1-42 zeigen. Die Quantifizierung von Ap^ 2 im Li- 
quor erfolgte mittels Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 und CCD-Kamera. Die differentielle Probenvorbehandlung erfolgte 
45 wie fur das Kollektiv NDC-2 KP ausgefiihrt. 

[0174] Die Konzentrationen fur Ap 1-42 in Abhangigkeit der Probenvorbehandlung sind fur die beiden Patientenkol- 
lektive in Tabelle 21 zusammengefaBt. 

[0175] In Fig. 1 9 ist die Konzentrationen von AP, A2 nach Einfrieren von nativem Liquor in Abhangigkeit (Ap^nativ) 
von der Kalteprazipitation dargestellt. Durch die Bestimmung von AP 1J(2 im nativ eingefrorenem Liquor konnen die 

so Patientenkollektive NDC-3 KP und AD-3 KP signifikant getrennt werden (p=0.0013). Dennoch besteht nach Fig. 19 eine 
deutliche Uberschneidung der beiden Patientenkollektive. Demnach haben 6/15 Patienten des NDC-3 KP Kollektivs 
Ap 1-42 Liquorspiegel unterhalb der Grenzkonzentration (2100 pg/ml) des AD-3 KP Kollektivs. Bei zusatzlicher Beriick- 
sichtigung der Grenzkonzentration von AAp, ^ 2 % (-1 7% bis -20%) wird dagegen nur noch ein NDC-3 KP Patient falsch- 
lich dem AD-3KP Kollektiv zugeordnet. Gleichzeitig werden alle Patienten des AD-& P Kollektivs korrekt zugeordnet. 

55 [0176] Die mittlere kaUeprazTpitationsbedingte Efniedriguhg von Ap^ 2 betragt bei NDC-3 KP -24:6% ± 18:8 (MW ± 
SD), was gut mit dem oben genannten Daten fur die NDC-2 KP Patienten ubereinstimmt (-29.9 ± 1 0.9, MW ± SD). Dabei 
wird erneut bei den NDC-3 KP Patienten eine erhebliche interindividuelle Varianz fur das AusmaB der kalteprazipitati- 
onsbedingten Erniedrigung von Ap^ 2 im Liquor deutlich. Dabei wird das AusmaB der kalteprazipitationsbedingten 
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Erniedrigung von Ap,^ bei NDC-3 KP Patienten anscheinend wesentlich durch das Vorliegen des ApoE e4 Allels be- 
stimmt: Von den 4 Patienten mit der hochsten KP-bedingten Erniedrigung von AP M2 (AAPi-42% < -40%) tragen 3 
Patienten ein ApoE e4 Allel (vergl. Fig. 19) 

[0177] AD Patienten zeigen dagegen keine nennenswerte kalteprazipitationsbedingte Erniedrigung von A0, A2 und 
5 aus Fig. 1 9 geht hervor, dass die %AAp, A2 Werte hier um die Null-Achse streuen (-1 .6 ± 1 0.2, MW ± SD). Entsprechend 
ist der Gruppenvergleich NDC-3 KP versus AD-3 KP fur AAf3,^ 2 % signifikant (p=0.0025). Bemerkenswert ist, dass die 
KP-bedingte Erniedrigung von Ap,^ 2 bei AD-3 KP fehlt, obwohl 9/1 1 Patienten e4-positiv sind. Bei zwei AD-3 KP Patienten 
ist der ApoE Genotypus nicht bekannt. Weiter fallt auf, dass AD-3 KP und NDC-3 KP Patienten mit mindestens einem 
e4 Allel etwa gleich tiefe Ap, ^ 2 Liquorspiegel haben. Dieser Zusammenhang wurde weiter oben auch bei dem Vergleich 
10 der Ap,^ 2 Liquorspiegel der Kollektive OND-3e4plus und AD-3e4plus deutlich (vergl. 4.2.2.3). 

[0178] Gleichzeitig unterscheiden sich diese beiden Patientenuntergruppen besonders deutlich in ihrer KP-beding- 
ten Erniedrigung von Ap 1w , 2 . Diese ist besonders stark bei den e4-positiven NDC-3KP Patienten und fehlt fast voll- 
standig bei den e4-positiven AD-3KP Patienten. Demnach haben die e4-positiven Patienten aus dem AD-3 KP Kollektiv 
im Gegensatz zu den e4-positiven Patienten aus dem NDC-3 KP Kollektiv tiefe Liquorspiegel von Ap, A2 trotz 'protek- 
15 tiver" SDS-/Hitzedenaturierung vor dem Einfrieren. Entsprechend sollten sich die beiden Patientenkollektive AD-3 KP 
und NCD-3 KP nach Vorbehandlung mit SDS-/Hitzedenaturierung iiber die Bestimmung von Ap^ im Liquor 
(Ap^jSDS) wesentlich besser differenzieren lassen. Fig. 20 bestatigt diese Annahme: 

Die KP-bedingte Erniedrigung von Ap 1-t2 wird um den Anteil vermindert, der durch die "protektive" SDS-/Hitzedena- 
turierung verhindert werden kann, wodurch die NDC-3 KP Patienten jetzt im Mirtel deutlich hohere Ap,^ 2 Liquorspiegel 
20 (Ap^ 2 SDS) haben. Die Ap, A2 Liquorspiegel bei AD-3KP bleiben dagegen weitgehend unverandert tief. 

[0179] Entsprechend verbessert sich das Signifikanzniveau des Gruppenvergleichs NDC-3 KP versus AD-3 KP bei 
Differenzierung der Kollektive iiber Ap^SDS deutlich (p=1.81x10" 6 ). Alle NDC Patienten (15/15) und nur ein AD 
Patient (1/11) liegen jetzt oberhalb der Grenzkonzentration von Ap^^SDS = 2100 pg/ml. 

[0180] Wie oben ausgefuhrt, ist dieser Effekt bei den Tragern von e4 Allelen innerhalb des NDC-3 KP Kollektivs be- 
25 sonders stark ausgepragt. Fig. 19 und 20 machen aber deutlich, dass dieser Effekt nicht ausschlieBlich iiber das 
Vorliegen des e4 Allels bestimmt wird. Einzelne Patienten mit beispielweise dem ApoE Genotypus 3/3 zeigen gleichfalls 
eine ausgepragte KP-bedingte Erniedrigung von Ap,^ 2 , die durch SDS-/Hitzedenaturierung vor dem Einfrieren ver- 
mindert werden kann. Zusammenfassend lassen sich folgende A0-Peptidgrenzwerte angeben: 

30 Ap M2 nativ = 2100 pg/ml & %AAp 1 . 42 = -17%: Alle AD Patienten (11/11) werden richtig und ein NDC-Patient (1/15) 

wird falsch klassifiziert. 

Ap^ 2 nativ = 2300 pg/ml & %AAp 1 . 42 = -20%: Alle AD Patienten (11/11) werden richtig und zwei NDC-Patienten 

(2/15) werden falsch klassifiziert. 

Und 

35 Ap lJt2 SDS = 2100 pg/ml & %AAP 1 . 42 = -17%: 10/11 AD-3 KP Patienten werden richtig und kein NDC-3 KP Patient 

(0/15) wird falsch klassifiziert. 

Ap^SDS = 2300 pg/ml & %AAP,_ 42 = -20%: Alle AD Patienten (11/11) werden richtig und zwei NDC-Patienten 
(2/15) werden falsch klassifiziert. 

40 [01 81 ] Die Bestimmung von %AAp, A2 zusatzlich zu Ap, ^SDS wird voraussichtlich die neurochemische AD-Diagno- 
stik weiter verbessern: 

Bei einem Ap^SDS Grenzwert von 2300 pg/ml start 2100 pg/ml werden drei NDC Patienten (3/15) falsch und alle 
AD Patienten korrekt klassifiziert. Wird zusatzlich der Grenzwert %AAP 1J|2 = -20% berucksichtigt, werden nur zwei 
NDC Patienten (2/15) falsch und alle AD 
45 Patienten korrekt klassifiziert. Damit kann die Ap^SDS Schwellenkonzentration um 200 pg/ml steigen, ohne dass 
sich gleichzeitig die diagnostische Spezifitat verringert. 

[0182] Zusammenfassend konnen aus den oben genannten Befunden zur KP-bedingten Erniedrigung von Ap-Pep- 
tiden folgende Hypothesen abgeleitet werden: 

AP^ 2 liegt im humanen Liquor im Vergleich zu Ap^ 0 vermehrt in einer Fraktion vor, die 
so KP-abhangig reduziert werden kann. Durch Einsatz von Detergentien kann Ap, A2 zumindest partiell aus dieser Fraktion 
freigesetzt werden und die KP-bedingte Erniedrigung reduziert werden. Bei dieser Ap 1w)2 bindenden Fraktion handelt 
es sich wahrscheinlich um vergleichsweise hydrophobe hohermolekulare Komplexe unter Beteiligung von Ap, A2 und 
wahrscheinlich anderer Proteine (z.B. Lipoproteine). 

(Anmerkung: Durch Analyse von Fraktionen ausderGelfiltration (SEC-FPLC) von humanem Liquor mittels AP-SDS-PA- 
55 GE/lmmunobiot konnte gezeigf werden, dass seiekliv betont fur-APf^ ein-betrachtlicher Anteil in einer hochmoleku- 
laren Fraktion transportiert wird). 

[0183] Bei AD - im Gegensatz zu NDC- laBt sich Ap 1-12 auch durch starke Detergentien kaum aus dieser Fraktion 
verdrangen, was auf eine AD-spezifische Zusammensetzung dieses Komplexes hinweist. In diesem Fall ware zu er- 
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warten, dass Ap M2 im Liquor bei AD auch dann spezifisch erniedrigt ware, wenn die Proben nach Detergentienbe- 
handlung direkt gemessen wiirden, d.h. ohne vorheriges Einfrieren. Damit konnten die Proben nach Detergentienbe- 
handlung bei Raumtemperatur in Anwesenheit von SDS und Proteaseinhibitoren (3.1.3.1b, SDS-SB-3) bis zur Mes- 
sung gelagert werden, da diese sehr effektiv vor Autoaggregation, Prazipitation, unspezifischer Proteaseaktivitat und 
5 Keimbesiedlung geschutzt waren. 

[0184] Alternativ kann angenommen werden, dass die Erniedrigung von Ap,^, 2 bei AD im wesentlichen dadurch 
bedingt ist, dass der Liquor bei AD insgesamt weniger A0, ^ 2 enthalt. 

[0185] Bei hochaffiner detergentien-stabiler Bindung von Ap,^ an einen Komplex wird das Peplid in dieser Bindung 
vermehrt dem enzymatischem Katabolismus entzogen. Damit stellt dieser Komplexes auch ein Target fur die Entwick- 

10 lung von Medikamenten gegen die Alzheimer-Demenz dar, da Substanzen die mit der Bindung von Ap-Peptiden an 
diesen Komplex konkurieren, Ap-Peptide vermehrt dem enzymatischen Katabolismus zufiihren konnten. Die Reduktion 
von Ap lJt2 im Liquor bei einem Teil der Patienten mit Creutzfeldt-Jakob-Demenz, einer weiteren Amyloidose Oder 
Proteinfaltungskrankheit des ZNS, legt nahe, dass dieser Komplex bei beiden Erkrankungen ein vergleichbare Zusam- 
mensetzung aufweisen konnte. 

15 [0186] Die oben genannten Befunde sind auch fur die Fruhdiagnostik oder praklinische Diagnostik der AD relevant. 
Hier stellt sich die Frage, ob Patienten, die trotz "protektiver * SDS-/Hitzedenaturierung (Ap^SDS) tiefe Ap,^ 2 Li- 
quorspiegel zeigen und gleichzeitig durch eine geringe KP-bedingte Abnahme von AP,^ (AAp,^ 2 %) auffallen, ein 
besonders hohes Risiko fur die Entwicklung einer AD tragen. Diese Fragestellung konnte durch eine prospektive Un- 
tersuchung bei Patienten mit leichten kognitiven Storungen (ICD10 F06.7) beantwortet werden, da diese Patienten in 

20 bis zu 30% der Falle innerhalb von zwei Jahren eine AD entwickeln. Hier ware eine einmalige Liquorpunktion mit 
anschlieRdender Verlaufsbeurteilung (Klinik, Neuropschologie, Bildgebung) ausreichend, da der pradiktive Wert der 
Parameter retrospektiv bestimmt werden konnte. 

[0187] Damit liegt nahe, prinzipiell bei jedem Patienten ein A- (nativ eingefroren) und B-Aliquot (SDS-/Hitzedenatu- 
rierung vor dem Einfrieren) der Liquorprobe zu gewinnen. Gegebenenfalls reicht es aus, die Proben unter Kontrolle 
25 der Temperatur der individuellen Probe standardisiert auf beispielweise 0° C abzukuhlen. 

[0188] Allgemein wird man die oben dargestellte differentielle Probenvorbereitung auch mit ELISA-Methoden oder 
Einsatz der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) fur die Bestimmung von AP 1j42 im Liquor kombinieren kon- 
nen. 

[0189] Die Nachweisempfindlichkeit des ELISA der Firma BioSource fur die Bestimmung von Ap v 42 im humanen 
so Liquor liegt beispielsweise bei 10 pg/ml. Diese Nachweisempfindlichkeit erlaubt bei Auftrag von 100 jil Probe, den 
SDS-/Hitzedenaturierten Liquor vor der Messung mindestens funfach zu verdunnen. Die resultierende Konzentration 
von 0.1% SDS (w/v) beintrachtigt nach eigenen Ergebnissen nichl die in diesem ELISA im ersten Schrirt verwendeten 
N-terminalen Fangantikorper. Analog kann dies auch fur die innerhalb der RIPA-IP eingesetzten N-terminal selektiven 
AntikSrper 1E8 und 6E10 belegt werden. 
35 [0190] Bei der FCS mit Kreuzkorrelation unter Verwendung von Fluorenzenz-markierten N-terminal und C-terminal 
selektiven Antikdrpern ist die Signalintensitat proportional der innerhalb solcher Aggregate gebundenen Ap-Peptide. 
Die Sensitivitat der Methodik erlaubt auch hier eine Verdunnungder Probe nach SDS-/Hitzedenaturierung auf SDS-Kon- 
zentrationen von beispielweise 0.1% w/v. Sollte AP 1j>2 selektiv bei AD detergentien-stabil an hohermolekulare Aggre- 
gate gebunden vorliegen wird durch Vorbehandlung der Liquorproben mit Detergentien die Spezifitat der Messung 
40 erh6ht, da die Ap-Peptide bei den NDC Patienten im Gegensatz zu den AD Patienten aus den hohermolekularen 
Aggregaten freigesetzt werden. Die verminderte Reduktion des Fluoreszenzsignals der FCS (Kreuzkorrelation) nach 
Detergentienbehandlung bei Patienten mit AD im Vergleich zu Patienten mit NDC konnte damit fur die neurochemische 
AD Diagnostik relevant werden. 

45 4.2.5 Hirnhomogenate von Patienten mit AD, f rontotemporaler Demenz, Lewy-Korperchen-Demenz und Kon- 
trollen 

[0191] Himgewebe (frontotemporaler Cortex, Cerebellum) von Patienten mit AD, frontotemporaler Demenz (FTD), 
Lewy-Korperchen-Demenz (LBD) und nicht-dementen Kontrollen wurde wurde in Anwesenheit von RIPA Detergen- 

50 zienpuffer homogenisiert (3.4.6). AnschlieBend wurde eine Immunoprazipitation in Anwesenheit von RIPA durchge- 
fiihrt. In der RIPA-Detergenz extrahierbaren Fraktion der Ap-Peptide lieBen sich Ap v38 , AP^q, AP 1-42 und A P 2 . 42 
nachweisen (Fig. 21a,b). Ap 2w , 2 wurde durch MALDI-TOF Analyse direkt von der Blotmembran (Daten nicht gezeigt), 
Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot-2 (Fig. 23b) und AP-IPG-2D-PAGE/ lmmunoblot-2 (Fig. 24c) identifiziert. Ap M2 wird auch 
in Liquorproben bei AD (Fig. 23a) und in Zellkulturuberstanden nachgewiesen (Fig. 23a, Fig. 28a,b). 

55 [0192J Patienten mif AD waTen im VeTgleich zu riicriRjemeriten "Korit'rdlle'n und'Patienten mit'FTD durch eine rnas- 
siven Anstieg von Ap,^ 2 und Ap 2-J2 gekennzeichnet. Dieser Anstieg war im frontotemporalen Kortex weitaus ausge- 
pragter als im Zerebellum (Fig. 22). Patienten mit LBD zeigten Anstiege von Ap lJt2 und Ap M2 in Abhangigkeit der 
Anzahl zusatzlich vorliegender Alzheimer-typischer p-Amyloidp!aques, die uber die CERAD Klassifikation erfasst wer- 
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den (Fig. 21 b): Patieten mit LBD CERAD A hatten deutlich weniger Ap,^ und Ap 2 ^, 2 als Patienten mit LBD CERAD C. 
[0193] Bei Alzheimer-Demenz fielen vergleichsweise hone Konzentrationen von Ap^a auf (Fig. 21 a,b). Gleichzeitig 
war eine gewebsspezifische Expression von Ap^g bei AD auffallig, da im Zerebellum relativ zum frontotemporalen 
Kortex Ap^a deutlich geringer war Oder nicht nachweisbar war und zusatzlich bei einigen Patienten eine bisher nicht 

5 charakterisierte Bande unterhalb von AP^gg meGbar wurde (Fig. 22). Da der carboxyterminale Schnitt durch y-Sekre- 
tase(n) erfolgt, ergibt sich damit ein Hinweis auf eine ggf. gewebsspezifisch unterschiedliche Expression von y-Sekre- 
tase(n). Da sich im Zerebellum im Vergleich zu anderen Hirnregionen bei AD bekanntlich wenig Alzheimer-typische 
neuropathologische Veranderungen zeigen, konnte dieser Befund pathophysiologisch relevant sein. 
[0194] Die extrem hohen Konzentrationen von Ap 2-t2 , zum Teil in Hohe von Ap^, in einer RIPA-etrahierbaren 

10 Himpraparation wurde bisher nicht beschrieben. Bei einigen Patienten war zusatzlich Ap^ 0 vergleichsweise stark 
erhoht. 

Damit kann der Ap-SDS-PAGE/lmmunoblot fur die neuropathologische Differentialdiagnostik dementieller Erkrankun- 
gen eingesetzt werden und ggf. uber eine biochemische Phanotypisierung zur Differenzierung von Subgruppen der 
sporadischen AD beitragen. 

15 

4.3 Cisternaler Liquor von Kaninchen und Meerschweinchen. 

[0195] Auch im cisternalen Liquor des adulten Meerschweinchens (Fig. 25a) und Kaninchens (Fig. 25b) sind 
AP,. 37/38/39 neben Ap^ 0 und A0, A2 nachweisbar. Die Varianz der MeBwerte wird deutlich reduziert, wenn analog zu 
20 den Patientenproben vor dem Einfrieren der Proben die SDS-/Hitzedenaturierung durchgefuhrt wird. Diese Proben- 
vorbehandlung ist fur Wirkstoffindungsprojekte unter Einsatz von Meerschweinchen Oder Kaninchen als Tiermodell 
relevant, da bestimmte Substanzeffekte (z.B. Sekretaseinhibition) auf diese Weise schon mit deutlich weniger Tieren 
pro Behandlungs- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden konnen. 

25 4.4 Hippokampale Gewebeschnitte des adulten Meerschweinchens mit Kurzzeitkultur 

[0196] In Kurzzeitkulturen hippokampaler Gewebeschnitte des adulten Meerschweinchens werden A$^. 37 l38/39 ne- 
ben Ap M0 und Ap M2 in den Oberstand sezerniert und sind auch intrazellular nachweisbar (Fig. 26). 

30 4.5 Zellkultur 

4.5.1 Primare telencephale Huhnchenkultur 

[0197] Da die Ap-Peptid Aminsauresequenz des Huhnchens und die humane Sequenz iibereinstimmen, wurde ein 
35 primar neuronales Zellkultursystem aus den Vorderhinblaschen von Hiihnerembryonen etabliert (vergl. 3.7). Dabei 
ergabsich, dass neben Ap^und Ap^die C-terminal verkurzten Ap-Peptide 1-37/38/39 in die Zellkulturuberstande 
freigesetzt werden, und die relative Verteilung der Ap-Peptide gut mit der im humanen Liquor ubereinstimmt. 

4.5.2 Transgene APP751 Sw Neuroglioma Zelllnie 

40 

[0198] Vergleichend wurde das Ap-Peptidmuster in Neuroglioma-Zellen (H4) untersucht, die mit huI1ian APP751 Sw 
transfiziert wurden. Fig. 28a&b zeigt, dass auch hier neben Ap^o und AB^, die C-terminal verkurzten Ap-Peptide 
1 -37/38/39 in die Zellkulturuberstande freigesetzt werden. Zusatzlich kann Ap 2J(2 identifiziert werden. Nach Behand- 
lung mit Inhibitoren der p-/y-Sekretasen (Calpain-lnhibitor l&ll, Calpeptin, MG132, Leupeptin) werden neben Ap 1j(0 
45 und Ap 1-K auch die C-terminal verkurzten Ap-Peptide 1-37/38/39 und das N-terminal verkurzte Ap 2j(2 reduziert (Fig. 
28a,b). Fig. 28b zeigt die dosisabhangige Reduktion unter Calpaininhibitor-1 . 

[0199] Entsprechend kann angenommen werden, dass die Ap-Peptide 1-37/38/39, wie fur 1-40/42 bekannt, auch 
durch den kombinierten p-/y-Sekretaseschnitt entstehen. Die Reduktion von 2-42 kann durch Hemmung von p-/y-Se- 
kretaseaktivitat bedingt sein, Oder durch vermindertes Substratangebot (Ap, 'Or eine nachgeschaltete N-terminale 

so Aminopeptidase (siehe aber unten). 

[0200] Aus Fig. 29a&b geht hervor, dass die C-terminal verkurzten Ap-Peptide 1 -37, 1 -38 und 1 -39 mit einer anderen 
Kinetik gehemmt werden als Ap^o und Ap^. Der Unterschied in der Kinetik ist besonders ausgepragt fur APi. 37 . 
Dieser Befund zeigt an, dass uber das Ap-Peptidmuster eine Heterogenitatdery-Sekretaseaktivitatabgebildet werden 
kann, was fur d ie Wirkstoffindung selektiver y-Sekretaseinhibitoren relevant ist. Weiter ist bemerkenswert, dass der 

55 aus der Literatur bekannte^aradoxe"A7^ie^vWAp^ 2 b"ei"niedrigen ihhlbitbrKonzentrationen nicht mit'einenrAnstieg- 
von Ap 2 ^ 2 korreliert ist. Dies spricht gegen eine sekundare Entstehung von Ap M2 aus Ap,^ 2 . 
[0201] Fiir die Entstehung von Ap^jy mul3 eine weitere Alternative berucksichtigt werden. Kurzlich wurde beschrie- 
ben, dass die Neutrale Endopeptidase (NEP) durch den kombinierten Schnitt 10/11 und 37/38 am Katabolismus von 
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Ap-Peptiden wesentlich beteiligt ist (Iwata et al., 2000). Damit konnte A$i. 37 auch durch die Kombination BACE-Schnitt 
und NEP-Schnitt 37/38 entstehen. 

Llste der Abkiirzungen : 

[0202] 


AP - P-Amyloid 

AD - Alzheimer Demenz 

APP - Amyloidvorlauferprotein 

FAD - familiare AD, d.h. genetisch bedingt 

PS-1 - Presenilin 1 

PS-2 - Presenilin 2, 

Bis - N, N'-Methylenbisacrylamide 

Bicin - N,N'-bis-[2-Hydroxyethyl]-Glycin 

%T - Gesamtacrylamid Monomer Konzentration (w/v) 

%C - Anteil von Bis an der Gesamtmenge des Acrylamid Monomers 
(w/w) 

Ap-SDS-PAGE - p-Amyloid Natrium Laurylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese 

AP-2D-PAGE - p-Amyloid-zweidimensionale-Polyacrylamidgelelektrophorese 

IPG - immobilisierter pH Gradient 

Ap1-n -W,. n 
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Tabelle 1 : Stanrmlasungen und Puffer fur die A3-SDS-PAGE 




Trenngelpuffer 

1.6MTris, 0.4MH 2 SO, 

Sammelgelpuffer 

0.8 M Bislris, 0.2 M 


0.72 M Bistrfs. 0.32 M Bicin 

Kathodenpuffer 

0.2MBicin,0.1MNaOH, 
0.25% w/v SDS 

Anodenpuffer 

0.2MTris, 0.05MHjSO 4 

1%iga SDS 

1% (w/v) SDS 

10%ige SOS 

10% (w/v) SDS 

Acrylamid/Bis 
60%T/3%C 1 

58.2 % (w/v) Acrylamid, 
1.8% (w/v) Bis 

Acrylamid/Bis 
60%T/5%C' 

57% (w/v) Acrylamid, 
3% (w/v) Bis 


1 Die Acrylamid Stammlosung wrd fur 30 min mil AG 501-X8D 
Mischbenionenaustauscher Matrix (Bio-Rad, RichmNDC, CA, USA) geruhrt. 


Table 2: Zusammensetzung von Kamm-, Sammel-, und Trenngel fflr die AB-SDS-PAGE 


Losing 

/: katnugfii ■ 
*%T/5%c 

Sammelgel 
6%T/$%C 

Trends 
12%T/5%C/8M Hamstoff 


2000 ul 



Sammelgelpuffer 


2000 Ml 


Trenngelpuffer 



2500 pi 

Acrylamid/Bis 
(60%T/3%C) 

400 pi 

400 Ml 


Acrylamid/Bis 
(60 %T/5%C) 



2000 Ml 

Hamstoff 



4,80 g 

1% (w/v) SDS 

1000 Ml 

1000MI 


10% (w/v) SDS 



250 Ml 


600 Ml 

600 Ml 

ad 10 ml (ca. 1.51 ml) 

10% AMPS 

24 Ml 

24 pi 

40 Ml 

TEMED 

8 pi 

8 Ml 

5 Ml 

Bromphenol Blau, 
1%(w/v) 

15 pi 
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TabcUe 3: Zusammensetzung der Puffer for die Probenaufiiahme (SDS-SB) 





■ sos-ss-y : 

Bistris 

0,36 M 

0.72 M 

0,120 M 

Bicine 

0,16 M 

0,32 M 

0.053 M 

Saccharose 

15,0% (w/v) 

30,0% (w/v) 

5,0% (w/v) 

SDS 

1,0% (w/v) 

2,0% (w/v) 

0,5% (w/v) 

Bromphenol Blau 

0.004% (w/v) 

0,008% (w/v) 

0,002% (w/v) 

Proteinase inhibitor 
cocktail tablets 



1Tabl./10m1 


» direlct vor Afl-SDS-PAGE mit 2,5% (v/v) 2-Mercaptoethanol 5 nun bei 95°C au&ochen 


Ta belle 4a: Zusammensetzung des LEF-SB 


Reagenz 

1EF-SB 

Harnstoff 

8M 

CHAPS 

0,27% (w/v) 

NP^O 

0,13% (v/v) 

Servalyt pH 3-10 (40%ig) 

1%(v/v) 

Servalyt pH 4-7 Oder pH 5-6 

1%(v/v) 

2-Mercaptoethanol 

5% (v/v) 


Tabelle 4b: Zusammensetzung des Tragerampholyt-IEF-Rundgels 


Ufcuna 

Voltimen 

lEF-Rundgel 

Acrylamid/Bis(60%T/3%C) 

89 pi 

5,4%T/3%C 

H 2 O dd 

280 Ml 


Harnstoff 

480 mg 

8M 

2% (w/v) CHAPS 

135mI 

0,27% 

2% (w/v) NP-40 

65 Ml 

0,13% 

Servalyt pH 3-10 (40%ig) 

25 Ml 

1% 

Servalyt pH5-6oder4-7 

25 pi 

1% 

1% (w/v) AMPS 

20 Ml 


10%(v/v)TEMED 

10 Ml 
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Tabelle 4c: Zusammensetzung von Anolyte und Katholyte ftir die Trfigerampholyt-IEF 


LOsiing 

: Zusammensetzung 

Katholyt 

20 mM NaOH 

Anolyt 

10 mM H 3 P0 4 


Ta belle 4d: Zusammensetzung des IEF-Equikbrierungspuffers und der 
IEF-Agaroselosung 


Reagenz 


IEF-Agarosel6suog 

Bicin 

0,16 M 

0,16 M 

Bistris 

0,36 M 

0.36 M 

SDS 

1% (w/v) 

1%(w/v) 

Bromphenol Blau 


0,004% (w/v) 


Tabelle 5a: Zusammensetzung von IPG-SB (Lysispuffer) und IPG-Rehydrierungspuffer 


«e*S<S£ 

SPG^B (Lysispuffer) 

iPO-Rehvdilsffiiiifisiesaftg 

Hamstoff 

9,0 M 

8,0 M 

Serdolit MB-1 

1,0% (w/v) 

1,0% (w/v) 

CHAPS 

2,0% (w/v) 

0,5% (w/v) 

DTT 

1,0% (w/v) 

0,2% (w/v) 

Pharmalyte pH 3-10(40%) 

0,8% (v/v) 

0,8 (v/v) 


der IPG-Equilibrierungspuffers 





IPQ-gqulilbfierunjgspufrer 


Hamstoff 

6,0 M 


Glycerol (100%) 

20,0% (w/v) 


SDS 

2,0% (w/v) 


Bistris 

0,36 M 


Bicin 

0,16 M 



1 . 10 min in IPG-Equffibrierungspuffer mit I % (w/v) DTT bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schtttteln inkubieren 


2.10 min in IPG-Equfflbrierun gs pufier mit 4,8 % (w/v) Iodoacetamid bei Raumtemperatur unter 
leichtem SchUtteln inkubieren 
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Tabelle 5c: Zusammensetzung der IPG-AgaroselOsung 



Agarose 

1,0% (w/v) 

SDS 

0,25% (w/v) 

Bromphenol Blau 

0,002% (w/v) 

Bistris 

0,36 M 

Bicin 

0,16 M 


Tabelle 6: Zusammensetzung der RIPA-Pufifer 


Reagenz 


*RIPAo. s , . 

HEPES/NaOH pH 7.4 

50 mM 

50 mM 

NP40 

1.0% (v/v) 

0,5% (v/v) 

Na-Deoxycholat 

0,5% (w/v) 

0.25% (w/v) 

SDS 

0,1% (w/v) 

0.05% (w/v) 

NaCI 

150 mM (w/v) 

150 mM (w/v) 


♦Zusatz: 1 Tablette Protease Inhibitor Mix pro 10 ml RIPAo Jx bzw. RIPA,, -Puffer 


30 Table 7: Silberfarbung nach Glutardialdehydfixierung 


Losungen 

Zoit (min) 

kaltes (4°C) HjQ*, 

3x10 

30% (v/v) EtOH, 10% (v/v) Hac 1 

1x60 

30% (v/v) EtOH, 0.5 M 
Natriumazetat, 0.5% (v/v) 
Glutardialdehyd, 0.2% Na 2 S 2 0 3 

1x60 

kaltes (4°C) H 2 0 M 

3x15 

0.1% (w/v) AgNO 3 ,0.02% (v/v) 
Formaldehyd 

1x60 

2.5% (w/v) Na 2 C0 3 , 0.02% (v^ 
Formaldehyd 

5-10 

0.05 M (w/v) Glycin 

30 


1 Gele nach Glutardialdehydfixierung (Wiltfang et al., 1997, 
Electrophoresis 18: 527-32) k6nnen in dieserLOsung bei 4°C gelagert 
werden, wenn die Silberfarbung spater durchgefllhrt werden soil. 
Die hier untersuchten Ap-Peptide und Proteine kfinnen auch direkt in 
EtOH/Hac : fixiert werden. 
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TabcUt 8: Zusammeosetzung der Blotpuffer far den Westenvlmmunoblot 



GtotpufferA 

SIMpuffarS 

BtotpufferC 

Tris 

0.21 M 

25 mM 

25 mM 


30% (v/v) 

30% (vA/) 


SDS 



0.025% (wA/) 

pH 

10,4 

10,4 

8,0* 


(0.075% vA/ Tween-20 In PBS) 


2.5% (w/V) MilchpuHrer in PBS-T 


10% (vAr) RothBlock in H 2 0« 


beU'C QberNacht 


mitStreptavidin-POD 


Komptex. 1:3000 in PBS-T 


50 


55 
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Tabelle10a-d: 


Zusammenstellung der Kollektive mit Schnittmengen gemeinsamer Patienten. 
NDC-3 KP ist vollstandig Teilkollektiv von NDC-3. 
AD-3 KP ist weitgehend Teilkollektiv von AD-3 

Tabelle 5a) 

NDC1 (n=30) 

NDC-2 KP (n=10) 

Schnittmenge (n=2): 
NP55, NP57 

Tabelle 5b) 

NDC-3 (n=47) 

NDC-3 KP (n=15; Tellmenge von NDC-3) 

Schnittmenge (n=15): 
NP213, NP344, NP345, NP352, NP355, NP356, NP364, 
NP374, NP402, NP412, NP419, NP421, NP457, NP490, NP 

Tabelle 5c) 

AD-1 (n=35) 

AD-3(n=12) 

Schnittmenge (n=3): 
NP37, NP52, NP66 

AD-3 KP (n=11) 

Schnittmenge (n=3): 
NP52, NP66, NP69 

Tabelle 5d) 

AD-3 (n=12) 

AD-3 KP (n=11; Schnittmenge plus 
NP69/NP197) 

Schnittmenge (n=9): 
NP45, NP52, NP58, NP66, NP111, NP143, NP190, NP319, 
NP320 


30 


35 


45 
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Tabelle 11: AP-SDS-PAGE/Immunoblot-l von synthetischen 
A(i-Peptidennach direkter Aufiiahme der Proben in 
SDS-PAGE-Probenpuffer und ECL-Detektion mittels 
Filmbelichtung: Inter- und IntraassayvariationskoerSzienten 


A{3 -Peptide 

Interassay-VK* 

Intraasaay-VK* 

ApMo(IOOpg) 

8,5 

4,8 

APi^o (75 pg) 

8,7 

6,1 

Ap^ (50 pg) 

10.8 

5 

AP,^ 0 (20 pg) 

15,4 

8,8 

Ap«a (25 pg) 

10,9 

11,1 

APi^ 2 (15 pg) 

11,7 

16,5 

Ap lJt2 (10 pg) 

19,6 

16,4 

Ap^ (5 pg) 

15,1 

22,4 

Ap^a/Ap,^, 
(25pg/100pg) 

6,9 

7,5 

ApWAPwq 
(15pg/75pg) 

11 

12,5 

Ap^a/Apwo 
(10pg/50pg) 

15,6 

14,3 

Ap^z/Ap,^, 
(5pg/25pg) 

16,7 

19,1 


* VK: Variationskoeffizient (MW/SDxlOO; %); 
AusreiBer wurden nicht eliminiert. 
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Tabelle 12: A0-SDS-PAGE/Immunoblot-1 von Ap-Peptiden im humanen Liquor bei NDC-1 und AD-1 


Diagnoso 

O 


I 


it 

' t 


Bill 

•r 

Tonacft-wortacnar efaieptisaw Artfall 










Tooscfi-Wonisctier epaeptocfter Anfafl 







288.3 




















586.7 


0.42 





















NauropaUiio unkL Gsnese 












NDC 








ChbmydMvusaziBfte Vestaliia 


































































3350.8 


























































































































































AfcMner-Oamwz 

A72 < 

AD 

60 


2|8 ° 












— ifri — 1 






S3 






















6.88 










9.42 










3.55 









































538,7 



0.1145 
















4.63 










6,97 










3.91 

498,1 









5,22 










8,35 








































2,67 

377,5 


0,0656 

0,2175 























































































































0,0253 













"'-AB^SDS^PAGE/lmmunobioi naehimmunoprazipitaiion-' Quotient der Ra&len&inhelten- 
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TabeUe 13: AP-SDS-PAGE/Immunoblot-1 von A0-Peptiden im humancn lumbalen Liquor bei NDC-1 und AD-1 nach 
direkter Aufiiahme der Pro ben in SDS-PAGE-Probenpuffer Oder nach vorheriger lmmunoprazipitation (Teilkollektiv). 
Zusatzlich wurde die APi_« Konzentration im Liquor bei AD-1 mittels eines kommeraellen ELISA^mj ermittelt; 
Statistische Kennwerte: gQlUges N, Mittelwert, 95%-Konfidenzintervall, Median, Unleres-Oberes Quartil, 
Standardabweichung 


721,2 
1677,5 


867,5 
1970.9 


419.2 
1040.6 


925,8 
2009,2 


147,7 
164,8 


1031,8 
1517,8 


1269,6 
1862.5 


2977,3 
3421,7 


545.7 
726,0 


9157,3 
10489,5 


7545,5 
8556,0 


9335,0 
11384,0 


1916,0 
1985,2 


561.6 
1195,5 


0.0897 
0,2569 


0,2163 
0.4404 


0,2132 
0,4919 


55 
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Tabeile 14: Vergleich der PatientenkoUektive AJD-1 und NDC-1 
mittels Mann- Whitney U-Test 



AO'! in) 

(ft) 

p-Ntveau 

ALTER 

35 

30 

0,1098 

Ap M0 

35 

30 

0.0055 


35 

30 

1.23E-07 

APl-,2 

IP* 

10 

20 

0,0387 

Ap«/Ap 40 * 

35 

30 

4.77E-08 

Ap«/Ap 38 * 

31 

29 

3.49E-07 


s AP-SDS-PAGE/Immunoblot nach Immunoprazipitation (mAb 6E10) 
20 * Quotient der Flacheneinheiten 


Tabeile 15: Synopsis der diagnostischen Kennwerte (Spezifitat, SenshivitSt, max. Youden-Index, 
Grenzwertkonzentrationen) filr Ap M2 und zugehdrige Ap-Peptidquotienten fur die Differenzierung der 
PatientenkoUektive AD-1 und NDC-1. 



Grenzwert 

Spezifitat 

Sensitivitat 

maximaier 
Youden-Index 

AP^ 2 
(pg/ml) 

802.5 

0.74 

0.87 

0.61 

AP42/AP40* 

0.086 

0.71 

0.93 

0.65 

AP42/AP 38 * 

0.231 

0.84 

0.86 

0.70 


* Quotient der Flacheneinheiten 


45 


50 


55 
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TabeOe 16* AP-SDS-PACB/Immunobtot-l von AS,« und AB,^, iro Liquor, Kollekthr NDC-2": 
Vergleich der KAltepiftzipitBUon nacfa Emfiieren unbehandelter Liquoiproben (nativ*) 
vem«VorbeteIldtoI«mhSDSVHiladraanmenln^(SDS , •). 


15 




P8*". . 

.'AJWAtViOS- 

poTml. 

PB/rpI 

Apj^AjUensbV ; 


Angstertaankung 


7830.0 

0,1971 




NP53 

Epflepsle 

1888,0 

7869,0 

0.2399 

1348.3 

7714,0 

0,1748 

NP47 

Homer-Syndrom 

1588.7 

7753,3 



7156,7 

0,1388 

NP48 


1826.3 

7911.3 

0,2435 


6821,7 

0,1654 

NP54 

Dlscusprolaps (BWS) 

1387,3 

5257,0 

0,2839 

1277,0 


0.2537 

NP55 

Zerebrale Ischamie 

2578,0 

7985,0 

0,3229 

1707,0 

8103,7 

0.2108 

NP56 

Depression 

2183,3 



1437,7 



NP57 

Katatones Syndrom 

1477,7 

4292,0 


1261,7 

4744.3 

0.2659 

NP59 

prtmar pragredierrta 
Demenz ungekl. Genese 


8377,7 

0.2728 

1734,7 

7942.0 

0,2184 

NP60 

Neurosarkoldose 

885,7 


0.1416 

653,0 

6411,7 


MW 


1782,8 

7121.5 

0,2479 

1239,6 

6822,2 

0,1827 

SD 


457,1 

1332,6 

0,0592 j 

328,8 

1150,8 

0,0553 



25.6 

18,7 

23,9 

26,5 


30,3 


TabeOe 16b: Absolute und proxemuate kaitepfiz^fansbedingte Erniodrigungvon ASy«, AS143 I 










NP51 

Angsterkrankung 

-686,7 

-♦4,5 

-357,0 

-4.6 

-00825 


NPS3 

Epilepsia 

-539,7 

-28,6 

-155,0 

-2.0 

-0.0651 

-27.1 


Homer-Syndrom 

-597,0 

-37,6 

-596.7 


-0,0663 


NP48 

Depression 



-1089.7 


-0,0781 

-32,1 


Dlscusprolaps (BWS) 

-110,3 


-224,3 

-4.3 

-0,0102 


NP55 

ZerebraJe Ischamie 

-871,0 


118,7 

1.5 

-0,1122 

-34,8 


Depression 

-745,7 

-34,2 






Katatones Syndrom 


-14,6 

452.3 

10.5 

-0,0784 

-22,8 

NP59 

primar progrediente 
Demenz ungekl. Genese 

-550,7 

-24,1 

-435,7 


-0,0544 


NP60 

Neurosarkoldose 


-32,4 

-406.3 

-6.0 

-0,0398 

•28,1 



-542,8 

-29,9 

-299,3 



-27,0 

SD 



10,9 


6.3 

0.0272 

10,2 





137,0 

180,8 


37,9 


• AA^K - (Afc^nNstiv - A&^mSDS) / AB^aSDS • 100: 

Negatives (posnivra) oAfl M , Oder oAP,« bedeutet itiedrigete (bohore) Ap-Peptidkon 


50 


55 


44 
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TabeOc 18a: Imraassay-Variationskoefflzicnt bei AB-SDS-PAGE/Immunoblot-2 timer Verwendung 
von Rotiblock und ECL-Detektion mittels CCD-Kamera. Die AB-Peptide wurden pro Western- 
Immunoblot (M1-M4) jeweils vierfech aufcetragen. 


10 



wps ■■ 


Afi )s > 

ApW 


AB«/A8« 




AP,« 


AfWAR,, 

lntraassay-VKM1 

5,47 

4,47 

4.28 

2,32 

2.14 

5.34 

5.92 

3,15 

6,22 

7.48 

Intraassay-VK M2 

6,19 

4,05 

5,90 

4,02 

4.68 


8,88 

6,97 

3,67 

7.92 

Intraassay-VK M3 

5,75 

5,39 

2,59 

5,43 

5,52 

12,82 

4,12 

1,27 

3,01 

12.21 

Intraassay-VK M4 

6.16 

6,79 

2,87 

4,28 

4,53 

2,20 

4,90 

4,86 

2,63 

5,27 

Mean Intraassay-VK 

6,89 

5.18 

3.91 

4.01 

4,22 

6.19 

6,95 

4.56 

3.88 

8.22 

SD Intraassay-VK 

0,30 

1,05 

1,32 

1,11 

1.26 

3,99 

1,80 

2,84 

1.40 

2,51 


20 



durchgefflhrten Elektrophoresen. 



: : 80pg 

20pg 

' AfJ,.„ 


■ABmj 

ApVAR« 

ApVAp M 

A?,« 

AH,*, 

AIW 

Ap«/Ap« 

AJWAfe 

MW Ml 

46452,20 

52114.60 

28568.20 

0.55 

0,62 

6817,50 

7106,25 

2963,50 

0,42 

0.44 

MWM2 

46415,80 

51925,00 

27217,20 

0,52 

0.59 

6622,50 

6774.00 

3253,75 

0,48 

0,49 

MWM3 

51619,25 

55606,75 

30266,50 

0,55 

0.59 

7430,75 

7544.25 

3028,00 

0,40 

0,41 

MWM4 

45169,00 

50431,50 

29304,00 

0.58 

0,65 

7511,00 

8251.60 

3767.60 

0,46 

0,50 

Total Mean 

47414.06 

52519,46 

28838,98 

0,55 

0,61 

7095,44 

7419,03 

3253.21 

0,44 

0,46 

SD 

2482.22 

1897.91 

1113,28 

0.02 

0.03 

382,77 

552,89 

315.93 

0,03 

0,04 


6.24 

3,61 

3,86 

3,81 

4,23 

5,39 

7.45 

9.71 

7,09 

8.02 


40 


45 


50 


45 
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Tabelle 21: Bestimmung von Ap,^ im Liquor mittels Ap-SDS-PAGE/tamunoblot-2 und CCD-Kamera: 

Vergleich der Kalteprfizipitation nach Einfrieren unbehandelter Liquorproben (nativ*) 

versus Vorbehandlung mit SDS-/Hitzedenaturierung (SDS'») ftlr die Kollektive NDC-S 1 ^ und AD-3 KP 


1 
8 

1 

a. 

■ST 
< 

1 
1 

s 

a 

D-Code 

| 

« 

|l 

1' 1 
l ~ 

t 2 
i 

3* 
? 

< 


NP45 
NP52 

76 
66 

F 
F 

AttelmerDemeni 

AD 

5 
11 

1464.00 
1588,00 

1431,75 
1390,50 

2,25 
14,06 

3/4 
3/4 

NP58 
NP66 

83 
67 

F 
F 

Alzheimer Derma 
Atmebrtfir Demenz 

AD 

20 
1 

2074,00 
1498,25 

1775,50 
1572,00 

16,81 
-4,69 

3/4 
3/4 




Alzheimer Denwn 

AD 






NP111 

84 

F 

Alzheimer Oenienz 

AD 

15 

2020.00 

2182,50 

-7,45 

3/4 

NP143 

55 

M 

Alzheimer Demenz 

AD 

27 

886,00 

965,00 

-8,19 

2/4 





AD 






NP197 

64 

F 

AlzN*rr*r Demenz 


n.a. 

699,75 

825.00 

-15,18 

n.a. 

NP213 

32 

M 



30 

2066,50 

2166.25 

-4,60 

3/3 

NP319 

72 

F 


AO 

28 

872,25 

913.00 

-4,46 

4/4 

NP320 

70 

F 


AD 

25 

1551,25 

1705,00 

-9,02 

2/4 

NP344 

36 

F 

Sornakrform. O-om^oianeurctsrfK) SBrung 

NDC (OND) 

28 

2012,00 

2688,00 

-25,15 

3/3 

NP345 

34 

M 

PanitatOrung mit Agoraphobe 

NDC (OND) 

n... 

2879,75 

3788,75 

-23,99 

3/3 

NP352 

45 

F 

cftnontach enteOndifche ZNS-Ertrankuno 

NDC (CID) 

29 

4589,75 

5878.75 

-21.93 

3/3 

NP355 

31 

F 


NDC (OND) 

30 

4931,75 

5266,75 

-6,36 

3/3 

NP356 

65 

F 

^^^^^^•^ 

NDC (OND) 

30 

1285,50 

2858,00 

-55,02 

3/4 

NP364 

58 

M 

EpHepsle 

NDC (OND) 

28 

2450,25 

2982,50 

-17,85 

2/3 

NP374 

43 

M 

ctroolscJi enWindliche ZNS-Eitrankung 


30 

1562,75 

3326,25 

-53.02 

3/4 





NDC (OND) 






NP412 

48 

M 

Depressive Slonzio be! subkorttater 

NDC (OND) 

30 

1560,25 

2961,75 

-47,32 

3/3 

NP419 

46 

M 


NDC (CID) 


1411,75 

2154,50 

-34,47 

3/3 

NP421 

60 

M 

ctuonisdi entzflndfche ZNS-Erkrankisig mit prindr 

NDC (CID) 

30 

2145,50 

2967,75 

-27,71 

3/3 

NP457 

24 

M 

Depressive Episode bel bipolar affektiver 
Psychose.Typl 

NDC (OND) 

30 

2164,67 

2156,67 

0,37 

2/3 

NP490 

20 

M 

chrontadi entzQndlldwr ZNS-ProzeS 


30 

4349.50 

4789,75 

-9,19 

3/3 

NP52S 

61 

M 

Depressive Stoning bei subkorttater 

NDC (OND) 

29 


3412,75 

-0.46 

3/3 


'AApW/o = (Ap^Naliv - ApWaSDS) / Ap^SDS * 100: 

Negatives (positives) AApi-o bedeutet niedrigere (hohere) Ap-Peptidkonzentiation der nativ 
eingefrorenen Liquorprobe bezogen auf Vorbehandlung der Probe mit SDSTHitzedenaturierung 

* ApoE-Genotypisierung * Mini Mental Status Examination n.a. = nicht vorhanden 
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Patentanspruche 

1 . Monoklonaler Antikorper, der als mAb 1 E8 bezeichnet wird, der bei der DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, am 1 9.1 2.2000 hinterlegt wurde und dem die DSMZ-Aufnahme- 

5 nummer DSM ACC2485 zugeordnet wurde. 

2. Antikorper mAb 1 E8 nach Anspruch 1 , der radioaktiv markiert ist. 

3. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 1 Oder 2 zum Nachweis von Ap-Peptiden Ap1 -x und/oder 
10 A|$2-x und/oder sAPPa. 

4. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 3 in einem Western-lmmunoblot. 

5. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich.net, dass unspezifische Bin- 
's dungsstellen zuvor mit einem Blockiermittel blockiert werden. 

6. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ap-Peptide und das sAPPa zuvor durch eine Natrium-Laurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
voneinander getrennt werden, wobei durch Harnstoffzugabe eine Aminosaureprimarsequenz-spezifische Konfor- 

20 mationsanderung der Ap-Peptide induziert wird. 

7. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Ap Peptide zuvor 
durch isoelektrische Fokussierung separiert werden. 

25 8. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass in einer Probe, 
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogeniesaat, Plasma und Mischungen davon umfasst, 
eine Konzentration des Ap-Peptids Ap1-42 bestimmt wird. 

9. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass eine Probe, die 
30 aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogeniesaat, Plasma und Mischungen davon umfasst, auf 

das Vorliegen einer nachweisbaren Konzentration des Ap-Peptids AP2-42 uberpriift wird, die bei 1 00 pg/ml oder 
hoher liegt. 

10. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein Verhaltnis 
35 zwischen der Konzentration des Ap-Peptids AP2-42 zu der Konzentration des Ap-Peptids Api-42 in der Probe 

bestimmt wird. 

1 1 . Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass in einer Probe, 
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogeniesaat, Plasma und Mischungen davon umfasst, 

40 mindestens ein Konzentrationsverhaltnis bestimmt wird, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche ein Verhaltnis 

zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Api -42 zu einer Konzentration des Ap-Peptids AP1 -40, ein Verhalt- 
nis zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Api-42 zu einer Konzentration des Ap-Peptids Api-38 und ein 
Verhaltnis zwischen einer Konzentration des Ap-Peptids Api-38 zu einer Konzentration des Ap-Peptids Api-40 
umfasst. 

45 

1 2. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass in einer Probe, 
die aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche Liquor, Hirnhomogeniesaat, Plasma und Mischungen davon umfasst, 
mindestens ein relativer Anteil Api-n% einer Konzentration eines Ap-Peptids Ap1-n an einer Konzentration von 
Ap-Peptiden Api-x bestimmt wird, wobei der relative Anteil Api -n% aus der Gruppe ausgewahlt ist, welche einen 

so relativen Anteil Api -42% einer Konzentration des Ap-Peptids Api -42, einen relativen Anteil Api -40% einer Kon- 

zentration des Ap-Peptids Api -40 und einen relativen Anteil Api -38% einer Konzentration des Ap-Peptids Api -38 
umfasst, und wobei die Konzentration von Ap-Peptiden Api-x mindestens die Konzentration der Ap-Peptide 
AP1 -38, Api -40 und Api -42 aus der Gruppe der Ap-Peptide Ap1 -37, Api -38, Api -39, Api -40 und Api -42 umfasst. 

55 -1-3- -Verwendung des-Antikorpers-rrsAb-l E8 nacheinem-der-Anspruche-1-bis-T2 r d3durch gekennzeichnet r dass die 
Ap-Peptide zuvor durch eine Behandlung mit einem Detergenz aufgeschlossen werden. 


14. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Ap-Peptide durch 
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eine SDS-Hitzedenaturierung aufgeschlossen werden. 

15. Verwendung des Antikorpers mAb 1E8 nach Anspruch 8 und 13 Oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Probe in mindestens zwei Teilproben unterteilt wird, dass eine erste Teilprobe der Probenbehandlung mit dem 
Detergenz vor Oder start einer Prazipitationsbehandlung unterworfen wird, die zumindest auf Teilmengen des 
A|3-Peptids Api-42 gerichtet ist und die an einer zweiten Teilprobe vor Oder start der Probenbehandlung mit dem 
Detergenz vorgenommen wird, und dass eine Differenz AA(31 -42 zwischen den in beiden Probenteilen bestimmten 
Konzentrationen des Ap-Peptids Api-42 bestimmt wird. 

16. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Ap-Peptide, an die der Antikorper mAb 1 E8 gebunden ist, mit einem gegen den Antikorper mAb 1 E8 gerichtete 
sekundaren Antikorper markiert werden. 

17. Verwendung des Antikorpers mAb 1 E8 nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der gegen den Anti- 
korper mAb 1 E8 gerichtete sekundare Antikorper bereits mit einem mengenmaBig registrierbaren Marker versehen 
ist Oder nach seiner Immunreaktion mit dem Antikorper mAb 1 E8 mit einem mengenmaBig registrierbaren Marker 
versehen wird. 

18. Verwendung des Antikorpers mAb 1E8 nach Anspruch 16 Oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Menge 
des markierten Antikorper mAb 1 E8 photometrisch mit einer CCD-Kamera bestimmt wird. 

19. Verwendung des Antikorpers mAb 1E8 nach Anspruch 1 Oder 2 zum Aufkonzentrieren von AB-Peptiden Ap1-x 
und AP2-X. 

20. Verwendung des Antikorpers mAb 1E8 nach Anspruch 1 Oder 2 zur Unterscheidung von Ap-Peptiden Ap1-x und 
AP2-X von Ap-Peptiden Apn-x mit n>2. 
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